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1. INTRODUCCION
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1.1 Epidemiologia del cancer de pulmén

El crecimiento de la poblacion y su envejecimiento se reflejan en el nUmero de
casos nuevos de cancer que se diagnostican cada afio. En 2012 la incidencia de
cancer en Espafia fue de 215.534 casos (1), mientras que el riesgo de presentar
cancer antes de los 75 afios alcanzaba el 25,1% (2). Para 2020, la cifra estimada de
casos nuevos sera de 246.713, distribuidos en 97.715 mujeres y 148.998 hombres
(proyecciones obtenidas por el proyecto GLOBOCAN a partir de la revision para
2012) (Figura 1) (2).

Hombre 148.998

Mujer

T T T T T T T T 1
0 20.000 40.000 60.000 80.000 100.000  120.000 140.000  160.000  180.000

B Incidencia en 2012 Efecto demogréafico

Figura 1. Estimacion de la incidencia de cancer en Espafia para 2020 (todos los tipos de
cancer, excluyendo tumores cutdneos no melanoma).
Fuente: “Las cifras del cancer en Espafia 2016”. SEOM. Disponible en: http://www.seom.org (1).

Del total de casos diagnosticados en Espafia, la prostata en el hombre y la mama en
la mujer son los 6rganos mas frecuentemente afectados (Tabla 1) (1), siendo el
pulmén el segundo en frecuencia en hombres y el cuarto en mujeres (total de
26.715 nuevos casos de cancer de pulmén diagnosticados en Espafia en 2012,
12,4% del total de tumores de nuevo diagnostico en el mismo afo).

Respecto a la mortalidad, en 2012 el nimero de muertes fue de 102.762 casos. La
prediccion para 2020 es de 117.859 (1); segun datos de la Red Espafiola de
Registros de Cancer, el cancer es la segunda causa de muerte después de las
enfermedades del aparato circulatorio en la poblacion general espafiola y la primera
causa de muerte en hombres (3 de cada 10 muertes en varones y 2 de cada 10

muertes en mujeres).


http://www.seom.org/

Tabla 1. Tumores mas frecuentes en Espafia y distribucion por sexo (2012)

Frecuencia Hombres Mujeres Ambos sexos

1 Prostata Mama Colorrectal
2 Pulmén  Colorrectal Prostata
3 Colorrectal Utero Pulmon
4 Vejiga Pulmon Mama

5 Estomago Ovario Vejiga

Fuente: “Las cifras del cancer en Espana 2016”. SEOM. Disponible en: http://www.seom.org (1).

El panorama en Espafia es similar a lo observado a nivel mundia y la mayoria de

muertes por cancer corresponden a un origen pulmonar (1) (Figura 2).

25.000
21.118
20.000
14.700
15.000
10.000
6.075 5720 5.481
5.000 l
0
Pulmon Colon Mama Pancreas Prostata

Figura 2. Muertes en Espafia por causas oncoldgicas en 2012.
Fuente: “Las cifras del cancer en Esparia 2016”. SEOM. Disponible en: http://www.seom.org (1).

El cancer de pulmén es el tumor de mayor incidencia (13%) y mortalidad (19,4%) en
nuestro pais con cifras absolutas en aumento (Tabla 2) (2). En la Comunidad
Valenciana el nimero de afectados por afio es de cerca de 2.200, siendo la cuarta

autonomia en el pais con mayor numero de muertes por cancer de pulmon (2).
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Tabla 2. Muertes por cancer de pulmon en Espafia. Evolucion 1980-2005

Sexo 1980 1985 1990 1995 2000 2005
Hombres 7597 10085 12662 14931 15477 16645
Mujeres 1174 1264 1320 1579 1886 2470
Total 8771 11349 13982 16510 17363 19115
Radio

hombre / 6,5 7,9 9,6 9,4 8,2 6,7
mujer

Fuente: Instituto Nacional de Estadistica (http://www.ine.es/) (2)

A nivel mundial, si bien las tasas ajustadas de cancer pulmonar en varones han
disminuido (3), la incidencia en mujeres ha aumentado, sobrepasando actualmente
al cancer de mama y estableciéndose como primera causa de muerte por cancer en
mujeres de paises desarrollados (1, 4-6) (Tabla 3).

Pese a que en Espafa la incidencia de cancer de pulmén en mujeres es una de las
mas bajas del mundo, a partir de 1990, las cifras en este grupo poblacional han
sufrido uno de los mayores incrementos globales, probablemente explicado por el
pico relativo tardio del aumento en el consumo de tabaco por mujeres espafiolas
(acrecentado entre 1960 y 1990) (5).

Tabla 3. Cancer de pulmaén: situacion global, 2016 (1, 4-6)

Muertes en mujeres
Paises en via de desarrollo 281.000 (versus 324.300 por cancer de mama)
Paises desarrollados 209.900 (versus 197.600 por cancer de mama)

1,8 millones (13% del total de neoplasias de nuevo

Casos nuevos a nivel mundial . e
diagnéstico)

Costo de deteccion y
tratamiento (Estados Unidos, Superior a 5000 millones de délares
2007)

Debido a su alta tasa de mortalidad (ratio mortalidad / incidencia de 0,87) (7) y a la
relativa baja variabilidad en la supervivencia en diferentes regiones, el patrén

geografico de mortalidad se superpone al de incidencia (8) (Figura 3).
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Figura 3. Variabilidad geogréfica en tasa de mortalidad por cancer de pulmén. Las mayores
tasas de mortalidad se encuentran en regiones sefaladas en rojo, con disminuciones
progresivas (verde, lila y gris).

En el mundo, las mayores tasas de incidencia se observan en hombres en Estados
Unidos en poblacién afroamericana, asi como en paises del Europa del Este,
mientras que regiones como Africa, América Central, Suramérica y Asia Central y
Sur, tienen cifras significativamente inferiores. La distribucion geografica en mujeres
es similar; en China la incidencia observada tanto en hombres como en mujeres
supera a la de muchos paises europeos (9).

Las variaciones geograficas en la prevalencia del cancer de pulmén se
corresponden con las diferencias observadas en el consumo de tabaco y su
magnitud. En hombres, el 85% a 90% de casos estan relacionados con el
tabaquismo, y por esto, en paises en que se han implementado programas de
control del consumo de tabaco, la mortalidad atribuible a estos tumores ha
disminuido. En contraste, en regiones donde la epidemia del consumo de tabaco es
mas reciente y continla aun en incremento (China, Corea, algunos paises
africanos), las tasas de muerte por cancer pulmonar estan aumentando.

La exposicibn ambiental a sustancias diferentes al tabaco (asbesto, metales —
cromio, cadmio, arsénico-, quimicos organicos, radiacion, contaminacion ambiental,
humo de carbdn) también explica las diferencias regionales en las tasas observadas
(10, 11); lo anterior permite entender por qué mujeres chinas, pese a su baja
prevalencia en consumo de tabaco tienen mayores tasas de incidencia que aquellas

de paises europeos (12).

12



Si bien todos los subtipos histolégicos de carcinomas pulmonares guardan relacion
con el tabaquismo, la asociacion mas fuerte se observa en el grupo de carcinomas
de células escamosas (CCE) y carcinomas de célula pequena (CCP), originados
predominantemente en vias aéreas centrales (13).

En las ultimas décadas se ha constatado un cambio en la incidencia segun subtipos
histoldgicos, con un decline progresivo de CCE y CCP, e incremento en el nimero
de adenocarcinomas (ACA), que constituye actualmente el tipo mas prevalente de
cancer de pulmoén (13). Tales modificaciones al parecer guardan relacion con los
cambios introducidos por la industria del tabaco en cuanto a la composicion de los
cigarrillos (menor contenido en alquitran y nicotina), asi como con cambios en los
hébitos poblacionales en cuanto al consumo (tendencia de los fumadores a fumar
mas frecuentemente y con inhalaciones méas profundas para lograr mayor efecto),
con mayor depadsito de carcindgenos en la periferia pulmonar.

Ademas de medidas educativas para prevenir y disminuir el tabaquismo, se buscan
alternativas de deteccion precoz, mediante basicamente, tomografia computarizada
(TC) en espiral. Segun el Ensayo de Deteccion de Cancer de Pulmén, desarrollado
por el Instituto Nacional de Cancer norteamericano, su implementacion podria
suponer una reduccion del 16% a 20% en el nimero de muertes por cancer de
pulmén en fumadores de mas de 30 afios/paquete (en comparacion con el cribaje
basado en radiografia) (14).

Pese a los multiples avances en el conocimiento de los mecanismos moleculares
implicados, asi como a un diagndstico mas temprano y nuevas alternativas de
tratamiento, en los Ultimos 20 afios so6lo ha sido posible disminuir en 6% la tasa de
mortalidad por lo que, actualmente la tasa de supervivencia global a 5 afos es de
16% para tumores en todos los estadios (15, 16).

Del total de casos diagnosticados, solo 15-20% son susceptibles de tratamiento
quirargico, tras el cual, el riesgo de recaidas loco-regionales y a distancia es alto
(22%-30% para tumores en estadio IA, con supervivencia global (SG) a 5 afios de
73%). Para casos en estadio 1B, la SG disminuye a 58% (15) (Figura 4).

Si bien en estadios mas avanzados (Il y lll), la terapia con cisplatino aporta un
incremento de 5% en la supervivencia, dicho beneficio no es claro (al menos no en
la totalidad) en tumores en estadio | e incluso el tratamiento adjuvante en este

contexto podria ser perjudicial.
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Proposed T Categories

CT1-4 NOMO Cases
Proposed T Status

5-Yeal

7 Deaths /N Estimate

_|cT1a 68 /785 92%
cT1b 525/3157  83% e e SN

{cT1c 572/2469 76%

cT2a 580/1944 67%

cT4 2107403 38%
0% T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6

Years After Diagnosis

Figura 4. Supervivencia a 5 afios de acuerdo a la 82 edicion TNM con subclasificacion del
tamario (T) para tumores T1-T4NOMO (17).

La mayoria de pacientes con cancer pulmonar experimentan progresion de su
enfermedad y recaidas, que conducen a menor supervivencia (16). Actualmente la
medicina personalizada ha cambiado el paradigma terapéutico (7), especialmente
en el grupo de ACA, y la inmunoterapia como alternativa de segunda linea en casos
avanzados ha logrado éxito en reducir las tasas de mortalidad (18).

Sin embargo, no todos los pacientes se benefician de estas nuevas opciones
terapéuticas. La tasa de respuesta a tratamientos dirigidos con anticuerpos anti PD-
1 y PD-L1 en poblaciones sin seleccionar, es de 15%-20% (18), lo que sefiala la
necesidad de identificar biomarcadores que permitan una mas adecuada seleccion
de pacientes.

En general, el prondstico en el 60% de casos de carcinoma pulmonar de célula no
pequefia (CPCNP) es malo (4) y se asocia con una supervivencia global a 5 afios de
14% (5).
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1.2Carcinoma pulmonar de célula no pequefia

1.2.1 Consideraciones generales: Dentro del conjunto de neoplasias pulmonares la
mayoria corresponde a tumores epiteliales y entre estos, el CPCNP representa
entre 85% a 90% del total de casos (16).

El CPCNP constituye un conjunto heterogéneo de tumores en el que se incluyen
carcinomas con diversas caracteristicas clinicas, radioldgicas, histolégicas y
moleculares; debido a la ausencia de opciones terapéuticas (mas alla de la
qguimioterapia convencional), el CPCNP hasta fechas recientes fue considerado
como una “unica” entidad desde el punto de vista terapéutico. Sin embargo, tras
ponerse de manifiesto coOmo tumores con histologia diferente respondian de manera
diversa a algunos medicamentos, es evidente que la clasificacion actual debe

integrar pardmetros morfolégicos y moleculares (19) (Figura 5).

Cancer de Pulmén CPCNP | CPCP ACA | CCE

Figura 5. Evolucion de la clasificacion histologica de los tumores pulmonares. (1)
Concepcion inicial de un grupo “Unico” sin diferencias relevantes a efectos terapéuticos. (2)
Diferenciacion entre CPCNP y CPCP. (3) Subtipos histolégicos de CPCNP, con relevancia
pronostica y terapéutica.

CPCNP: Carcinoma pulmonar de célula no pequefia; CPCP: Carcinoma pulmonar de célula pequefia; ACA:
Adenocarcinoma; CCE: Carcinoma de células escamosas; CCG: Carcinoma de célula grande.

Actualmente la clasificacion de la OMS considera catorce subtipos de tumores
epiteliales pulmonares segun caracteristicas basadas en parametros histologicos e

inmunohistoquimicos (16) (Tabla 4).
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Tabla 4. Clasificacion OMS (2015) de los tumores epiteliales de pulmon (15)

Tipo histolégico

Adenocarcinoma

Subtipo
Lepidico

Acinar

Papilar

Micropapilar

Sélido

Mucinoso invasivo

- Adenocarcinoma invasivo mixto mucinoso y no

mucinoso

Coloide

Fetal

Entérico

Minimamente invasivo
- No mucinoso
- Mucinoso

Lesiones preinvasivas
- Hiperplasia adenomatosa atipica
- Adenocarcinoma in-situ (mucinoso y no
Mmucinoso)

Carcinoma de células escamosas

Queratinizante

No queratinizante

Basalioide

Lesiones preinvasivas
- Carcinoma de células escamosas in-situ

Tumores tipo glandula salival

Carcinoma muco-epidermoide
Carcinoma adenoide-quistico
Carcinoma epitelial-mioepitelial
Adenoma pleomérfico

Tumores neuroendocrinos

Carcinoma de célula pequefia
- Carcinoma de célula pequefia combinado

Carcinoma neuroendocrino de célula grande
- Carcinoma de célula grande combinado

Tumores carcinoides
- Tipico
- Atipico

Lesiones preinvasivas
- Hiperplasia idiopatica difusa de células
neuroendocrinas

Carcinoma de célula grande

Carcinoma adenoescamoso

Carcinoma pleomorfico

Carcinoma fusocelular

Carcinoma de células gigantes

Carcinosarcoma

Blastoma pulmonar

Otros y carcinomas no
clasificados

(Continua en la siguiente pagina)
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Tabla 4. (Continuacion)

Tipo histolégico Subtipo
Papiloma de células escamosas

- Exofitico

Papilomas - Invertido

Papiloma glandular
Papiloma mixto (escamoso y glandular)

Neumocitoma esclerosante
Adenoma alveolar
Adenomas Adenoma papilar
Cistadenoma mucinoso
Adenoma de glandulas mucosas

Los tipos mas frecuentes de CPCNP corresponden a ACA (30% a 50% de casos),
seguidos por CCE (30%) (15); el carcinoma de célula grande (CCG) constituye el
tercer subtipo en frecuencia (3-9% de todos los CPCNP) (20, 21).

La 4% clasificacion de la OMS de los tumores pulmonares adopta la estrategia
propuesta para biopsias por la IASLC/ATS/ERS (16, 21) y la amplia a piezas
quirargicas. Define asi a los ACA como tumores epiteliales con diferenciacion
glandular, produccion de mucina o expresion de marcadores neumocitarios
valorados mediante IHQ y considera como CCE a tumores que muestren bien sea
queratinizacion y/o puentes intercelulares o bien expresion IHQ de marcadores de
diferenciacion escamosa.

Los anticuerpos sugeridos como indicativos de ACA son TTF-1 (tincién nuclear) y
Napsina A (tincién citoplasmética de mas dificil valoracion); como marcadores de
diferenciacion escamosa se consideran CK5, CK5/6, p63 y p40 (los dos ultimos con
tincion nuclear, con alta sensibilidad y especificidad).

A diferencia de la clasificacion anterior (2004) (22), actualmente se considera que la
expresion focal de marcadores IHQ neumocitarios (en al menos 1% de células
tumorales) o difusa de p40/p63/CK5/6 (mas de 10% de células tumorales positivas),
permite excluir el diagnostico de CCG (21, 23).

Asimismo, deja de considerarse al carcinoma neuroendocrino de célula grande

como un subtipo incluido en el grupo de CCG, y pasa a la categoria de tumores
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neuroendocrinos, en conjunto con los carcinomas de célula pequeiia (CCP) y los
carcinoides.

La aplicacion de técnicas IHQ incluyendo marcadores de ACA y CCE, a la vez que
el estudio mutacional de EGFR, ALK y ROS1 han redefinido nuestra concepcion de
la clasificacion del CPCNP, disminuyendo de manera significativa el porcentaje de
tumores diagnosticados como “NOS” (24, 25). Dada la diferencia entre los diversos
marcadores IHQ disponibles, asi como entre clones de anticuerpos y técnicas de
diagndstico molecular, la eleccion de qué marcadores y pruebas usar tiene un efecto

directo en el diagndéstico final.

1.2.2 Clasificacibn molecular: La mayor comprensiéon de la compleja biologia
molecular del CPCNP, particularmente en lo referente a mutaciones activadoras de
oncogenes (EGFR, KRAS, BRAF, HER2) (19, 26), traslocaciones (ALK, ROS1,
RET) y amplificaciones (MET), permite identificar grupos de tumores con perfiles
moleculares especiales susceptibles de responder a terapias dirigidas a dianas
especificas (27-29). Estos hallazgos condicionan actualmente el flujo de trabajo y el
manejo de la muestra, y son de obligada incorporacion en la rutina diagnéstica
(Figura 6, Tabla 5,).
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Figura 6. Flujo diagndstico propuesto para manejo de la muestra en cancer de pulmon.
Tomado de: Lépez-Rios et al (38).

Tabla 5. Alteraciones moleculares y agentes terapéuticos especificos (28, 30)

% %

Gen Localizacion ACA CCE Alteracion Agente terapéutico
Erlotinib
EGFR 7pl2 15-25 <5 Del exon 19, L858R Afatinib
Gefitinib
KRAS 12p12.1 21 6 M“tac'onld; aalzy Ninguno
MEK1 15q22.1 1 NE  E56P, K57N, D67N Selumetinib
Trametinib
Neratinib
HER2 17912 <5 Rara Insercién exén 20 Afatinib
Trastuzumab
Fusion EML4 or Crizotinib
ALK 2p23 4-6 Rara KIF5B Sunitinib
ROS1 6022 1-2 na  Fusion con maltiples Crizotinib
genes
Dabrafenib
BRAF 7934 2 1-3 G465V y L596R Vemurafenib
Dasatinib

(continda en la siguiente pagina)
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Tabla 5 (continuacion).

Vandetanib
Fusién con KIF5B, Sunitinib
RET 10g11.2 1-2 NA CCDC6. 0 NCOA4 Sorafenib

Cabozantinib

MET 7931 <5 <5 Mutacion exén 14 Tivantinib

Terapia combinada:
onartuzumab +

MET 7931 3-21 3-21 Amplificacion erlotinib
Tivantinib
Sorafenib
Sunitinib
PDGFRA 4q12 3-7 8-12 Amplificacion Crenolanib
Pazopanib
Axetinib
e, Dovitinib, PD173074
FGFR1 8pl2 1 16-20 Amplificacion (v), AZD4547
E542K, E545K,
PIK3CA 3026.3 1-6 3-7 H1047R XL147, BKM120
PIK3CA 3026.3 6 33 Amplificacion Ninguno
PTEN 10g23.3 8-20 8-20 Delecion Ninguno
PTEN 10g23.3 2 10 Mutacién exén 9, 29 Ninguno

NE: No Especificado

Algunas de estas mutaciones conductoras estan presentes de manera casi
especifica en ACA (29), como es el caso de EGFR, KRAS y ALK, con lo cual es
indispensable integrar en la clasificacion las caracteristicas moleculares,
considerando informacion sobre alteraciones genéticas y nivel de expresion de
proteinas, a la par con las caracteristicas histolégicas de cada tumor (26, 27, 31)

(Figura 7). La distribucion también varia en funcion del sexo y consumo de tabaco.
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Figura 7. Mutaciones genéticas conductoras en ACA y CCE pulmonares. Tomado de
Shames D, Wistuba | (28)

El tabaquismo se asocia con caracteristicas clinicas y genéticas especificas (29); en
los no fumadores (en quienes se desarrollan 25% de los canceres pulmonares en el
mundo), hay predominio de asiaticos, mujeres e histologia de ACA. Genéticamente
tienen mayor prevalencia de alteraciones de EGFR, PTEN, ALK, ROS1 y RET (13),
mientras que en los fumadores son mas frecuentes mutaciones de KRAS, TP53,
BRAF, STK11 y JAK2/3, asi como hipermetilacion de p16 y LGALSA4.

Las diferencias observadas entre fumadores y no fumadores van mas alla de las
alteraciones genéticas, e incluyen patrones diferentes de aberraciones
cromosOmicas. De manera colectiva estos hallazgos sugieren que los mecanismos
oncogénicos son diferentes entre fumadores y no fumadores, incluso en tumores

con igual tipo histologico (32, 33).
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1.2.3 Implicaciones terapéuticas: La subclasificacion molecular es de especial
importancia debido a que los cambios genéticos son los principales condicionantes
de la efectividad de la terapia molecular dirigida. Los hallazgos moleculares
descritos han condicionado un enorme cambio, tanto terapéutico como en aspectos
diagnosticos, que modifican el entendimiento que tenemos actualmente del CPCNP.
Respecto al tratamiento, el panorama se ha extendido mas alla de los citotoxicos
indiscriminados, con dobletes de quimioterapia, hacia las terapias dirigidas. Tras la
publicacién en 2004 por Lynch y colaboradores de que tumores pulmonares en
estadios avanzados podian ser susceptibles de respuesta a agentes contra
pequefias moléculas especificas (34), los avances han sido enormes.

El descubrimiento en los afios 50 del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) sefal6 la importancia que tienen determinadas mutaciones en la génesis
tumoral, y mas trascendental aun, permiti6 desarrollar moléculas inhibidoras
especificas (inhibidores de tirosin kinasa, ITK) (35) con mejoras significativas en las
tasas de respuesta terapéutica y pusieron de manifiesto la necesidad de actuar
contra dianas terapéuticas bioldgicamente relevantes. Como resultado de su éxito,
cada vez un mayor numero de agentes especificos esta en desarrollo.

Es de esperar que el mejor entendimiento de las alteraciones genéticas y
epigenéticas de los carcinomas de pulmén permitan desarrollar tratamientos mas
especificos, que a la vez eviten a los pacientes los efectos secundarios asociados a

terapias sistémicas.

Mutaciones de EGFR: La presencia de mutaciones activantes en EGFR permite el
tratamiento de los adenocarcinomas de este grupo con agentes inhibidores de
EGFR, logrando una mayor tasa de supervivencia y calidad de vida (en
comparaciéon con el tratamiento convencional con quimioterapia). En afios recientes
se ha observado que hasta 25% de adenocarcinomas presentan mutacion en el
receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR, por sus iniciales en inglés),
componente clave en vias de sefalizacion intracelular tumoral (34, 35).

Tras su unién con el ligando, EGFR activa una cascada en la que participan otras
moléculas que incluyen PI3K/AKT y RAS/RAF/MAPK (36), que regulan la
proliferacion y apoptosis tumoral.
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La identificacibn de estas vias moleculares permiti6 el desarrollo de dianas
terapéuticas, que han demostrado efectividad en la prolongacién de la supervivencia
en pacientes tratados portadores de mutaciones de EGFR y ALK (37).

Esta disponibilidad de agentes terapéuticos hace que sea crucial refinar el
diagndstico del cancer pulmonar para que, ademas de seleccionar los casos en que
es posible predecir una adecuada respuesta a los inhibidores de EGFR tirosin
quinasa y ALK, también podamos excluir los carcinomas escamosos, que exhiben
menos tasas de respuesta a pemetrexed y tienen mayor riesgo de toxicidad con

antiangiogénicos como bevacizumab (38).

Reordenamiento ALK: Otra categoria es la de los agentes dirigidos contra el gen
ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase), cuyo reordenamiento esta presente en 4% a
7% de pacientes, principalmente no fumadores (38, 40). En 2011 la FDA aprobo el
uso de crizotinib para CPCNP localmente avanzado o metastasico ALK (+), el cual
ha demostrado incrementar la supervivencia en comparacion con quimioterapia
citotoxica sistémica. Si bien tras el tratamiento inicial con terapias dirigidas hay
progresion de la enfermedad, su curso es de caracter lento y los pacientes aun
exhiben algan beneficio clinico (en contraposicion con la progresion tras
tratamientos citotoxicos (38).

EGFR Y ALK se encuentran alterados so6lo en una minoria de casos de CPCNP
(principalmente no fumadores con adenocarcinomas) (26), pero su estudio es de
obligada realizacion en todos los adenocarcinomas y carcinomas de célula grande,

asi como en carcinomas de células escamosas en pacientes no fumadores (38).

ROS1: Encargado de codificar una tirosina quinasa de la familia de receptores de
insulina. Entre 1% a 3% de adenocarcinomas (principalmente entre jovenes no
fumadores) presentan fusiones de ROS1 con diversos genes (CD74, SLC34A2,
EZR, LRIG3, SDC4, TPM3, FIG, CCDC6 y KDELR2) (41). En estas fusiones, la
region 3 de ROS1 encargada de codificar el dominio de la quinasa esta fusionada a
la region 5 del respectivo gen compariero, y consecuencia de esto, se produce una
proteina quimeérica con actividad de quinasa que puede generar cascadas de
sefiales oncogénicas. Los pacientes portadores de la mutacion de ROS1 han

demostrado respuesta a inhibidores de ALK, como crizotinib (38).
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BRAF y MET: Son dianas potenciales. La mutacién de BRAF (V600E) se asocia a
mayor tasa de respuesta global al tratamiento con dabrafenib, en pacientes con
adenocarcinoma que no han respondido a quimioterapia de primera linea (27, 80).
En cuanto a MET, se ha establecido su papel como factor de peor supervivencia
tras reseccion quirdrgica con intencion curativa (42); esta presente en 4% a 7% de
casos de CPCNP y su sobreexpresion se relaciona con un mayor beneficio a
tratamientos combinados (onartuzumab y erlotinib versus erlotinib mas placebo).
Pacientes sin amplificacion de MET, responden peor con esta combinacion. Es
posible que futuras investigaciones en este campo permitan el uso de
biomarcadores para suministrar informacion no sélo prondstica, sino también con

valor predictivo de respuesta.

Inmunomoduladores: De manera mas reciente, los inhibidores de puntos de control
inmunitarios han emergido como una alternativa terapéutica en pacientes con
CPCNP (43). La tasa de respuesta global es de alrededor del 20%, y se relaciona
con la expresion de determinados receptores y ligandos, como el receptor de muerte
programada (PD-1) y su ligando (PD-L1) (44).

La determinacion de estos biomarcadores como herramientas predictoras de
respuesta a inhibidores inmunitarios (inhibidores de puntos de chequeo inmune,
immune checkpoint inhibitors) empieza a implementarse en la practica clinica actual,
ya gue tumores con elevada expresion de PD-L1 responden significativamente
mejor a inhibidores de PD-L1 y PD-1 (44). Su estudio mediante IHQ cobra
relevancia para orientar el tratamiento con farmacos inhibidores (pembrolizumab,

atezolizumab, entre otros) (44, 45, 79).

1.3Patogénesis y heterogeneidad tumoral

Similar a tumores de otros 6rganos, en el CPCNP la clasificacion TNM y el estado
funcional global de cada paciente determinan las opciones terapéuticas y son
predictores de supervivencia (46). Ademas del estadio, otros factores prondésticos
independientes son el estatus de fumador, sexo, invasion vascular, infiltracién
pleural y determinados subtipos histologicos (16, 47).

Numerosos trabajos han buscado establecer otros marcadores que afiadan
informacion a los actuales estdndares. Caracteristicas nucleares combinadas con el

grado arquitectural (subtipo histolégico) al parecer contribuyen a estratificar mejor
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pacientes con ACA estadio | (48, 49). Mayor numero de mitosis y la cuantificacion
de la proliferacion celular con Ki67, o la positividad para p53 son factores
adicionales que sefialan mal prondstico, segun algunas publicaciones (50-54), sin
gue se hayan establecido puntos de corte que mejor discriminen los pacientes. En el
caso de CCE la utilidad de marcadores proliferativos estd mas cuestionada (51).

Tal dificultad en la identificacion de marcadores pronosticos es explicable si se
considera la complejidad gendémica del céncer de pulmén, tal como se ha
demostrado mediante secuenciacién masiva. Se reconoce que la heterogeneidad
intratumoral es un importante condicionante no sélo en términos de desarrollo de
biomarcadores sino también de eficacia de agentes terapéuticos (32, 37, 55, 56)
(Figura 8).
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Figura 8. Heterogeneidad intratumoral. El andlisis de multiples regiones de ADN muestra
coémo algunas mutaciones estan presentes de manera amplia en todo un tumor, mientras
gue otras sélo se observan en algunas areas (55, 56).

Multiregion DNA sequencing: Secuenciacion de multiples regiones de ADN

Este punto de vista permite ver los tumores como ecosistemas complejos,
compuestos no solo por células neoplasicas, sino también donde diferentes estirpes
celulares (endoteliales, hematopoyéticas, estromales y otras), interactian
comportandose como una unidad (55). De esta manera, la “viabilidad tumoral” se

incrementa, impactando asi en la supervivencia.
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El concepto de heterogeneidad tumoral no es novedoso y fue ya notado por
patologos del siglo XIX (56). Posteriormente, ademas de notables diferencias en
cuanto a la morfologia celular y a la histologia de los tumores, se encontraron otras
concernientes a variabilidad en marcadores de superficie, anormalidades genéticas,
velocidad de crecimiento y respuesta al tratamiento. Estas observaciones
permitieron concluir, hace ya méas de 50 afios, que dentro de una misma neoplasia
coexisten diversas subpoblaciones de células.

Estudios experimentales en melanoma mostraron, al final de la década de los afios
70, que el trasplante de células melanicas neoplasicas clonadas, en huéspedes
geneticamente iguales (“singénicos”), generaba diferentes tipos de respuesta
metastasica, sefialando una heterogeneidad en las células tumorales progenitoras, y
que solo algunos de los clones tuvieran capacidad de metéstasis. Estudios
posteriores en diversas neoplasias (sarcomas, mama, colon) reforzaron estas
observaciones (55).

Una evidencia adicional que reforzaba el concepto de heterogeneidad tumoral fue
obtenida en 1980, tras estudios del cariotipo de células tumorales gliales, que
mostraron la coexistencia de diversas poblaciones clonales, heterogéneas, dentro
de un mismo tumor, y que poseen diferentes sensibilidades a la quimioterapia y
marcadas diferencias genéticas (57).

Al mismo tiempo, fue evidente también que las diferencias entre los clones
tumorales afectaban su capacidad de proliferacion y otros parametros funcionales
celulares, sefialando nuevamente, que las células individuales dentro de un tumor,
no eran homogéneas (58).

De particular importancia en esta etapa preliminar fue el hallazgo de que no toda
célula tenia la capacidad de funcionar como una “célula iniciadora tumoral” (o T-IC,
Tumor-Initiating Cell). Mediante estudios de clonalidad pudo establecerse que las
neoplasias distan de ser una coleccibn de células con capacidad similar de
proliferacion y que mas bien semejan ecosistemas con redes complejas de
interaccién celular y diferentes caracteristicas y propiedades individuales, que
actdan en conjunto para mantener el crecimiento y progresion del tumor (59). Esta
manera de funcionamiento, impacta en ultima medida, en la respuesta a agentes

terapéuticos antitumorales.
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En contraposicion al modelo estocastico, que plantea que el crecimiento del tumor
es un proceso aleatorio en el que pueden contribuir todas las células, el modelo de
las Cancer Stem Cells sugiere que solo algunas células neoplasicas cuentan con

capacidad intrinseca para generar nuevos tumores (60). (Figura 9).
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Figura 9. Modelo de Células Madre Cancerosas y modelo estocastico. El primero (CMCs)
sugiere la existencia de una pequefia poblacién celular (TICs) con capacidad de
proliferacion y auto-renovacion. El modelo estocastico plantea que el crecimiento del tumor

es un proceso aleatorio al que todas las células pueden contribuir.
Cancer Stem Cell: Célula madre cancerosa. Self renewal: Autorenovacion. Transient amplifying cells: Cél
transitorias amplificadas. (Tomado de http://www.eurostemcell.org/de/node/20794)

Los mecanismos subyacentes a la heterogeneidad tumoral no estan claros, si bien
se postulan tres vias convergentes que colectivamente podrian explicar parte del
fendmeno: diversidad genética, determinantes no genéticos y el microambiente
tumoral (Figura 10).

Los cambios genéticos modifican el fenotipo (de manera acorde con los principios
darwinianos). Las células con mutaciones favorables, las transferirdn a su progenie
y tendran asi una clara ventaja evolutiva. Sin embargo, este modelo genético no
considera la variaciones funcionales observadas en subclones genéticamente

homogéneos y es insuficiente para explicar por si solo la diversidad tumoral.
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Outcomes

Figura 10. Genética, epigenética y microambiente convergen e influyen en la
pluripotencialidad de las células neoplasicas, explicando no sélo la heterogeneidad tumoral

sino también el comportamiento clinico.
Genetic Diversity: Diversidad genética. Epigenetics and Pathways: Epigenética y vias. Stemness:
Pluripotencialidad. Tumor Microenvironment: Microambiente tumoral. Tomado de Kreso A, Dick J (61).

De manera paralela, los determinantes epigenéticos (metilacion de ADN,
modificacion de histonas) crean microambientes tumorales organizados de manera
jerarquica, en los cuales una subpoblacion de células madre auto-renovables es
responsable de la clonalidad sostenida del tumor. Por dltimo, existen elementos
celulares no tumorales (microambiente tumoral) que influyen en las células
neoplasicas, modificando su funcion.

La complejidad del microambiente tumoral se acentla con la capacidad de
interaccion (“comunicacion”) entre células neoplasicas y estroma, desempenando
asi un papel clave en la adaptacion y en los mecanismos de resistencia a agentes
anti-tumorales, explicando asi cémo células con igual carga genética pueden ser
sensibles o resistentes a un medicamento dependiendo del contexto en el que
estén. Colectivamente estos tres elementos constituyen las claves para la viabilidad

tumoral.
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1.4 Teoria de las células madre cancerosas

Como se mencionaba en el apartado anterior, el modelo de carcinogénesis en
relacion con CMCs hace referencia a la capacidad de una pequefia poblacién
celular para iniciar y mantener el crecimiento tumoral. La era moderna de
investigacion en CMCs comenz6 en 1961 (61) con estudios de clonalidad in-vivo
gue demostraron la capacidad de células hematopoyéticas para diferenciarse en
multiples lineas, manteniendo la capacidad intrinseca de auto-renovacion
(caracteristica sine qua non de una célula madre).

La primera identificacion de CMCs en tumores sdlidos se logré hace cerca de 12
afos en tumores de mama, tras el aislamiento en ratones de células CD44+ y
CD24- que podian por si solas mantener la viabilidad tumoral. Con estos hallazgos
se puso en evidencia como las observaciones hechas en el modelo de leucemia
mieloide aguda podian ser extrapolados a tumores solidos. Estos resultados dieron
origen a multiples publicaciones que demostraban cémo las CMCs estaban
presentes en neoplasias de diversos 6rganos, como SNC, cabeza y cuello,
pancreas, préstata, colon y sarcomas (62, 63).

En particular, los tumores solidos incluyen una mezcla compleja (heterogénea tanto
en fenotipo como funcionalmente) de celularidad, que incluye células tumorales,
CMCs y poblaciones diversas de células estromales, asi como también moléculas
bioactivas (citocinas y quimiocinas), que constituyen el microambiente tumoral (64,
81).

En el concepto de CMCs subyace su capacidad de pluripotencialidad (también
entendida como “stemness”) que hace referencia a la manera en que se integran los
diversos programas moleculares responsables de mantener el estado de célula
madre. Tanto células madre normales como CMCs comparten caracteristicas
comunes que incluyen activacion de las mismas vias moleculares encargadas de
regular la pluripotencialidad y la habilidad de auto-renovacién (81), que en el caso
de las CMCs daran origen a grupos con diversos fenotipos y extensa capacidad de
proliferacion, condicionando no sélo una expansién continua tumoral, sino también
resistencia a quimioterapia (66).

Este dltimo punto constituye un tema de gran interés, ya que la resistencia de las
CMCs a agentes quimioterapéuticos podria ser un factor principal en la apariciéon de

recaidas tumorales y metastasis. Entre los mecanismos propuestos para explicar la
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aparente resistencia de las CMCs a terapias anti-tumorales se cuenta su relativo
lento ritmo de crecimiento (similar al de otras células madre no neoplasicas), lo cual
condiciona menor respuesta a agentes dirigidos contra células de crecimiento r4pido
(67).

En resumen, las CMCs constituyen una poblacion celular Unica, con capacidad de:
- Auto-renovacion
- Diferenciacion en diversas lineas

- Evasion de la terapia convencional citotoxica

Estas caracteristicas las convierten en punto clave para el mantenimiento del
crecimiento tumoral y la resistencia al tratamiento y por lo tanto, el camino en la
busqueda de terapias anti-neoplasicas exitosas obliga a entender la biologia de las
CMCs, conviertiéendose en punto esencial en las nuevas vias en estudio en tumores
solidos (68).

De manera particular en el CPCNP, la teoria de las CMCs se propone como una de
las explicaciones a la marcada heterogeneidad tumoral observada (69), y constituye
una via pionera que contribuye a explicar la causa de resistencia al tratamiento
convencional en tumores de pulmoén aparentemente similares.

Como ya se ha mencionado, se han identificado poblaciones celulares con perfil de
CMCs en un amplio rango de neoplasias, encontrando diversos marcadores de
superficie asociados al fenotipo de stem cells. Sin embargo, los resultados de
expresion de estos marcadores son con frecuencia contradictorios, lo que limita su

aplicacion clinica (69).

1.5CMCs y pulmon

A diferencia de otros tumores sélidos, en los que la elevada poblacion de células
madre se correlaciona con un fenotipo mas agresivo, en el pulmon los resultados no
son claros (70), si bien se sefiala que existe un distribucion diferencial de los
marcadores de CMCs entre los diversos tipos histolégicos (65). También diversos

estudios preclinicos relacionan la presencia de CMCs y quimioresistencia (71).
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La existencia de CMCs pulmonares contribuiria a explicar el porqué los tratamientos
actuales si bien reducen masa tumoral, no son efectivos en la eliminaciéon de CMCs,
las cuales con el tiempo, conducen a recaidas. Como resultado, si bien mediante
guimioterapia es posible disminuir la masa tumoral, su efecto es usualmente
transitorio, sin que impacte de manera significativa en la supervivencia de los
pacientes (72).

Se propone que la identificacion y cuantificacion de CMCs en una neoplasia, podria
contribuir a determinar la agresividad del tumor; es por esto que las CMCs son
considerados marcadores potenciales con valor prondstico en pacientes oncolégicos
(82).

Marcadores de células madre en pulmon:

La ausencia de marcadores validados para la identificacion de CMCs es una
importante limitante de las observaciones anteriormente anotadas, si bien de
manera creciente se conocen proteinas asociadas (CD44, CD24, ALDH1, CD133 y
Sox2, entre otras) Utiles para identificar poblaciones de CMCs, y que ademas son
posibles de valorar mediante técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) asequibles en la
practica clinica. La importancia de la expresion de CMCs en CPCNP en estadios

tempranos aun se desconoce.
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1.5.1 CD44: Es una glicoproteina de superficie multifuncional y multiestructural
ampliamente expresada, producto de un unico gen localizado en el cromosoma 11
gue contiene 20 exones (73), 10 de los cuales (exones 6-15) pueden separarse de
manera alternativa (alternatively spliced) (v1-v10).

Los exones 1-5 (s1-s5) y 16-20 (s16-s20) se expresan de manera constante en la
mayoria de tejidos, generando la forma estandar de la proteina CD44 (CD44s).
CD44 tiene 4 dominios funcionales. En el interior de la célula (dominio
intracelular), CD44 interactia con el citoesqueleto mediante la union directa a
anquirina (Figura 11).

La posterior interaccion de anquirina con CD44s es un paso nhecesario para la
modulacién de la expresion de CD44s en la superficie celular y el desempefio de
sus funciones de adhesion (74). EI dominio extracelular es el sitio donde se
produce la ruptura alternativa (alternative splicing) del mRNA producto del cual se
generan sus isoformas. CD44 incluye una amplia variedad de isoformas, producto
de la rotura (splicing up) de hasta 20 exones, los cuales generan diversos sitios de

union para la molécula.
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Figura 11. Dominio extracelular de CD44 (A), mediante el cual se une a componentes de la
matriz extracelular (como el hialuronato) y dominio intracelular (B), unido a microfilamentos
gue participan en funciones de movilidad y migracion celular.
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La isoforma estandar de CD44 (CD44s) es una proteina de bajo peso molecular
conformada por los exones 1-5 y 16-19 que se mantienen unidos (74). CD44s se
une fuertemente al hialuronato (a diferencia de formas de mayor peso molecular), y
dependiendo del tipo de célula en que se exprese, cumple diversas funciones que

modulan las interacciones entre la célula y la matriz extracelular (Tabla 6).

Tabla 6. Funciones de CD44s (75, 76)

Procesos bioldgicos

Reclutamiento de linfocitos

Hematopoyesis

Inflamacion

Cicatrizacion de heridas

Apoptosis / Supervivencia celular

Sefalizacion intracelular (a través de asociacion con actina del
citoesqueleto)

Procesos neoplasicos

Proliferacion

Invasion

Migracion

Diferenciacion

Adhesion celular

Metastasis
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CD44s se expresa en amplio nimero de tejidos sanos, a la vez que en tumores de
origen epitelial (65). Su cuantificacion, mediante IHQ, muestra una tincion de
membrana y en tumores pulmonares, se observa predominantemente en CCE, si
bien es en adenocarcinomas donde su expresion ha demostrado significado

prondstico, condicionando una peor supervivencia.

1.5.2 CD44v: La division de los exones 6-15 genera diferentes isoformas, entre las
gue destaca la variante del exdn 6 (CD44v6), debido a que estudios preliminares en
modelos murinos en la década de los 90°s, mostraron que cumplia un papel en la
regulacion de procesos de invasion, progresion y metastasis tumoral (77).
Posteriormente, en estudios en humanos, se identifico expresiéon de CD44v6 en el
parénquima pulmonar fetal y adulto, y en 2011, se demostré6 su asociacion con
células madre epiteliales.

Se postula que CD44v6, al actuar como ligando de osteopontina, cuenta con
capacidad de promover la adhesion de células tumorales al endotelio vascular y a
membranas basales. También incrementa la capacidad de migracion de células
neoplasicas (77). CD44v6 esta sobreexpresada en leucemia y neoplasias de cabeza
y cuello, mama, estbmago, colon, endometrio y ovario (78, 65). El incremento de su

expresion condiciona mayor capacidad de metastasis (73).

Significado de la expresion de CD44 y CD44v: CD44 ha demostrado, tanto de
manera aislada como en combinacidbn con otros marcadores, utilidad para la
identificacion de CMCs (74). Esta sobreexpresada en tumores de via biliar, cancer
de mama, vejiga, cabeza y cuello, colon y carcinoma hepatocelular (Tabla 7). En
neoplasias gastricas se ha demostrado que es un marcador pronostico negativo y
recientemente se establecié su valor como factor prondéstico independiente negativo
cuando se expresa en ceélulas tumorales localizadas en el margen infiltrante (73).
Sin embargo, su expresion esta disminuida en otras localizaciones como epitelio
esofagico con displasia por Barrett, cancer de endometrio metastasico y proéstata.
Trabajos desarrollados preferentemente en mama, sugieren que su expresion en el
contexto de negatividad para CD24, confiere a las células tumorales caracteristicas

de células madre.
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Tabla 7. Expresion de CD44: variantes y significado (83,84). Resultados contradictorios y
variables entre estudios.

Variante Organo Expresion Significado

Cabeza / cuello

Via biliar .
CD44 \Cl:(zjllgre]\ Sobreexpresada pronéstico
Carcinoma hepatocelular
Mama. Sobreexpresion Confiere
CD44v6 Leu,cemla asociada a CD24 perfil de .
Estomago negativa CMCs, a cél
Tumores de cabeza y cuello neoplasicas
- Cancer de eséfago en el contexto de
eséfago de Barrett
- Carcinoma de endometrio Mayor
CD44 metastasico Disminuida capacidad
- Carcinoma urotelial de alto grado _de
) infiltracion
- Prostata
- Tumores de SNC de alto grado
CD44sy , B Peor
CDA44v6 CPCNP (incluyendo ACA y CCE) Sobreexpresion pronéstico
CD44s i L Peor
CDA44v Glioblastoma Sobreexpresion pronéstico

En el pulmdn los resultados no son claros, y el andlisis esta condicionado por la
heterogeneidad de los estudios. La mayoria de trabajos incluyen pacientes en
estadios avanzados, y emplean diferentes anticuerpos. En general, se sugiere que
la sobreexpresion de CD44 se relaciona con tumores pobremente diferenciados y
curso agresivo; asimismo, se ha observado que su activacion condiciona resistencia
a agentes quimioterapéuticos en lineas celulares de CPCNP; en ACA su expresion
se ha relacionado de manera inversa con el grado nuclear (81). En el analisis
univariado de este grupo (ACA), los tumores lepidicos, microinvasivos y mucinosos,
asi como casos de hiperplasia adenomatosa atipica, muestran menor expresion de
CD44. Sin embargo, otros muestran peor pronoéstico en tumores con pérdida de
expresion (83).

Mediante IHQ, CD44v6 en carcinoma de pulmén muestra un patrén de membrana.
Similar a lo observado para CD44s, la isoforma v6 también se expresa con mayor

frecuencia en CCE (78). Se postula que la mayor expresion de CD44v6 observada
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en los CCE guarda relacién con el origen de estos tumores a partir de células
basales bronquiales (que en condiciones normales son intensamente positivas para
CD44v6) y que tras sufrir metaplasia, progresan a carcinoma infiltrante (78). En
otras palabras, el patron de tincion de CD44v6 observado en los carcinomas de
células escamosas recapitula aquel de las células basales bronquiales no
neoplasicas.

En el caso de ACA no es frecuente observar positividad de CD44. Debido a que los
neumocitos tipo Il expresan CD44v6, cabria esperar que el subgrupo de ACA con
patron predominantemente lepidico tuviesen mayor expresion. Sin embargo, los
estudios no han confirmado este supuesto (78).

En conclusion, tanto para CD44 como para sus isoformas, los resultados son
variables, por lo que actualmente se desconoce el significado de su expresion

especialmente en lo relativo a prondstico en CPCNP.

1.5.3 CD24: Es una pequeiia proteina de superficie (20 a 70 kD) fuertemente
glicosilada expresada en una amplia variedad de tipos celulares, incluyendo
linfocitos T activados, linfocitos B, macréfagos y células dendriticas (85). Esta

implicada en procesos de inflamacién, inmunidad y cancer (86).

CD24 es producto de un gen localizado en el cromosoma 6 (6g21); tras el clivaje de
Su proteina precursora en un péptido mas corto de 32 aminoacidos, es anclada a la
membrana celular por medio de una unién de fosfatidilinositol glucosilado (GPI).
CD24 (también conocida como “proteina asociada a metastasis”) ejerce como
ligando de P-selectina, un receptor de adhesion en endotelios activados y plaquetas.
Interactia con GTPasas pertenecientes a la superfamilia Ras. Estas GTPasas
monomeéricas fueron identificadas y aisladas por su similaridad con K, N y R-Ras,
aunque durante largo tiempo se supo bastante poco de ellas (85). Sin embargo, a
partir del descubrimiento como efectores directos del oncogen Ras, han ido
ganando creciente notoriedad, especialmente en el campo de la oncologia.
Actualmente se sabe que son importantes mediadores de la transformacion,
tumorogénesis y progresion tumoral por lo que, en teoria, CD24 podria contribuir a

las capacidades metastasicas de tumores que expresen esta molécula (85).
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Significado de la expresion de CD24: Se ha postulado como marcador de células
madre, expresado a menudo en combinacion con otras moléculas de adhesion /
migracion que incluyen CD44, CD29 y CD31 (87).

CD24 se expresa de manera normal en células del sistema inmune y SNC
(neurales, ganglionares, astrocitos y microglia) y en tejidos en formacion o en
regeneracion; también esta presente en queratinocitos y tubulos renales.

Tras su identificacion como marcador de células madre se ha demostrado también
gue CD24 esté relacionada con mayor agresividad tumoral, y que participa tanto en
estados iniciales de tumorogénesis, como en etapas posteriores generando
metastasis (64).

Su expresion se ha descrito en neoplasias hematoldgicas y tumores soélidos, como
carcinoma de células renales, carcinoma pulmonar de célula pequefia, carcinoma
nasofaringeo, cancer de mamay ovarico (86).

En el parénquima pulmonar sano, CD24 se expresa en la membrana apical del
epitelio bronquial; también se observa expresion con patrén circunferencial de
membrana en las paredes de revestimiento alveolar (86). En pulmén tumoral, la
expresion de CD24 es de patrén citoplasmico y de membrana y su positividad se
relaciona con peor pronostico (86). Existen diversos polimorfismos del gen que
codifica esta proteina, sin que se haya demostrado asociacion especifica de alguno
de ellos con variables de resultado especificas (prondstico, supervivencia). Los

resultados estan limitados por la ausencia de validacién en grandes series.

1.5.4 ALDHL1: La familia de la Aldehido Deshidrogenasa (ALDH) comprende 19
isoformas, localizadas en el citoplasma, mitocondria o nudcleo celular (88), y
presentes normalmente en diversos tejidos sanos, entre los que destacan higado y
rinon.

Como producto de la degradacién oxidativa de los lipidos de membrana, asi como
del catabolismo de aminoacidos, carbohidratos y neurotransmisores, se generan de
manera fisiolégica aldehidos, los cuales son necesarios para multiples procesos
fisiol6gicos (vision, neurotransmisién y desarrollo embrionario). Dichos aldehidos
son citotoxicos y deben ser degradados, proceso en el que participan las ALDH
conviertiendo los aldehidos intracelulares a acido carboxilico.

Otras funciones de las ALDH incluyen la de actuar como proteinas de union para

diversas moléculas (como andrégenos y colesterol) y servir como potenciales anti-
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oxidantes mediante la produccion de NAD(P)H. ALDH actia en la via de
sefalizacion del acido retinoico mediante la oxidacién del retinal, funcién que de
manera particular se ha relacionado con la pluripotencialidad (“stemness”), propia de
las CMCs (Figura 12) (88).

Entre las diversas isoformas de ALDH, la de clase 1 (ALDH1) es la que predomina
en mamiferos (89). ALDH1 es un biomarcador subrogado de células
hematopoyéticas y en estudios in-vitro se ha observado que células neoplasicas que
muestran alta actividad de ALDH1 poseen caracteristicas de células madre,
incluyendo capacidad de auto-regeneracion, elevada proliferacion y resistencia a

guimioterapia.

DEAB .
retinol
dehydro-
o o ALDH v genases
C/E\/\,-\, “~OH [ N “~o0 ‘ — (\L/\/L/\/l\/\oﬂ
retinoic acid retinal ~ retinol

= differentiation,
apoptosis, cell
cycle arrest, etc.

Figura 12. Via de sefalizacion del acido retinoico y papel de ALDH. El retinol es oxidado
por las retinol deshidrogenasas y convertido en retinal, el cual mediante las ALDH
citosdlicas, genera acido retinoico, que difunde al nucleo e inicia la transcripcion de genes.
El acido retinoico actlia mediante su unién con: (1) los receptores de acido retinoico (RAR) y
los (2) receptores X de retinoides (RXR). Segun el contexto celular, el resultado final varia
entre diferenciacion, apoptosis o detencion del ciclo celular (89).

DEAB: dietilaminobenzaldehido

Significado de la expresion de ALDH1: Se ha identificado incremento en la actividad
de ALDH1 en diferentes neoplasias, como vejiga (90), mieloma multiple, leucemia
mieloide aguda, tumores de SNC y mama (89, 91). La positividad para ALDH1 se
correlaciona con resistencia a quimioterapia y peor pronostico (Tabla 8) (89).

En cultivos celulares de tumores pulmonares (especificamente CPCNP) es posible
identificar la expresion de dos isoformas de ALDH: ALDH1Al1 y ALDH3A1, que se
encuentran sobreexpresadas, tanto al ser comparadas con tejido pulmonar sano

como con células tumorales en casos de carcinoma de célula no pequefia (92).
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También se ha demostrado asociacion entre la sobreexpresion de ALDH1 vy
comportamiento biolégico méas agresivo en casos de CPCNP (91, 92).

El aislamiento de células neopldsicas ALDH (+) muestra en éstas una mayor
capacidad de proliferacion, auto-renovacién y resistencia a quimioterapia, en
contraposicion a células tumorales ALDH (-). Tal expresion esta relacionada con
mayor actividad de la via Notch (importante en la homeostasis de células madre
tanto normales como tumorales). Su supresion (via mecanismos quimicos y
genéticos) conduce a una disminucién en la capacidad clonogénica de las células
tumorales ALDH(+) (92).

Tabla 8. Expresion de ALDH en diversas neoplasias. Valoracibn mediante técnicas de
fluorescencia con aldefltor (89).

| Tipo de Tamarfo de 5 o
soforma tumor muistra Correlacion pronéstica
Peor / Mejor /
Mayor Ninguna Menor
agresividad agresividad
ALDH Leucemia 65 X
ALDH1A1l Vejiga 216 X
ALDH1A1l Mama 577 X
ALDH1A1l Mama 203 X
ALDH1A1 Mama 381 X
ALDH1A1 Mama 109 X
ALDH1A1 Mama 639 X
ALDH1A1 Mama 47 X
ALDH1A1 Colon 1420 X
ALDH1A1 Pulmén 60 X
ALDH1A1 Ovario 442 X
ALDH1A1 Ovario 439 X
ALDH1A1 Pancreas 269 X
ALDH1A1 Prostata 40 X
ALDH1A1 Préstata 163 X
ALDH1A3 Mama 47 X
ALDH2 Mama 47 X
ALDH4A1 Mama 47 X
ALDH7A1 Préstata 40 X
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Trabajos mas recientes que han valorado la expresion citoplasmatica de ALDH1 en
tejido parafinado muestran resultados dispares; los hallazgos en dos cohortes (134 y
296 pacientes con CPCNP) evidenciaron una mayor supervivencia (global y libre de
enfermedad) en relacion con mayor expresion de ALDH1 (93). En contraposicion,
también hay resultados que muestran menor supervivencia libre de recaidas
(p=0,025) y menor supervivencia global (p=0,017) en casos con mayor expresion
citoplasmatica de ALDH1 (205 pacientes en estadio 1) (95).

El significado de la expresion nuclear de ALDH no es claro. Al respecto hay un
reporte de 3 casos de pacientes con CPCNP con histologias dispares, mostrando

mejor pronostico relacionado con la positividad nuclear (94).

1.5.5 SOX2: también conocida como SRY-box 2 (Sex determining Region Y-box 2).
Es un factor de transcripcion de 317 amino acidos, involucrado en la conservacion
de la pluripotencialidad de las células madre en embriones. Esta proteina es
codificada por un gen perteneciente a la familia de factores de transcripcion SOX
HMG-box (High Mobility Group) relacionados con SRY, los cuales se encuentran
implicados en la regulacion del desarrollo embrionario del tracto respiratorio y del
sistema nervioso central (96).

Diversas mutaciones en este gen han sido asociadas con hipoplasia del nervio
optico y microftalmia. SOX2 tiene un dominio HMG que es un regulador critico del

funcionamiento normal de células madre tanto embrionarias como neurales (97).

Significado de la expresion de Sox2: Participa en procesos de morfogénesis. Este
oncogén esta amplificado y sobreexpresado en diversos tumores, incluyendo
pulmén, cabeza y cuello, es6fago, mama, estbmago y colon, asi como en ciertos
tipos de tumores pobremente diferenciados (96). Estudios retrospectivos han
demostrado una elevada capacidad pronéstica de la via Nanog/Oct4/Sox2 en
pacientes con diversos tipos de neoplasias, incluyendo pulmén (98).

En carcinomas escamosos de pulmon y eséfago, Sox2 se encuentra amplificado, y
se ha demostrado incremento en el niumero de copias (copy number gains) en
diversas regiones del genoma de carcinomas de pulmon de célula no pequeiia.
Sox2 actualmente tiene utilidad practica para la identificacion y subdivision de
tumores de células germinales; fuera de este contexto, su aplicacién en la practica

clinica es limitada.
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Aunque el significado bioldgico de la sobreexpresion de Sox2 es aun desconocido,
se sabe que frecuentemente se encuentra regulado al alza (up-regulated) en
neoplasia pulmonares, y que la amplificacion de su gen se correlaciona con
sobreexpresion de su proteina en CPCNP (96).

De manera predominante, se observa expresion y amplificacion de Sox2 en CCE, y
en menor proporcion, en ACA (expresion difusa e intensa en 90% de CCE versus
~20% de ACA) (98). Las lesiones in-situ de tipo escamoso (displasia y carcinoma in-
situ) también presentan mayor expresion de Sox2, ausente en lesiones precursoras
de tipo glandular (hiperplasia adenomatosa atipica).

En CCE la expresion y amplificacion de Sox2 se relaciona con mejor prondstico, si
bien no constituye un factor pronéstico independiente (97). Por el contrario, en ACA
la evidencia sefala resultados opuestos. En 104 casos de ACA estadio | se observé
cdmo su expresion se asociaba de manera estadisticamente significativa (p=0,0006)
con menor tiempo de progresion y supervivencia global, tanto en el andlisis
univariado como en el multivariado, observandose mayor expresion en relacion con
casos de invasion pleural (98). Los hallazgos de este estudio no han sido validados
y estan limitados tanto por el tamafio muestral como por el método de deteccidn

semi-cuantitativo de expresion de Sox2.

1.5.6 CD133: (0o AC133) es una glicoproteina transmembrana, identificada en 1997
en células epiteliales murinas y, en el mismo afio, en células hematopoyéticas
humanas. Debido a que “sobresale” en la superficie celular, también se ha
denominado Prominina-1 (término del latin “Prominin”, que significa prominente)
(Figura 13). Posteriormente ha sido identificada en progenitores endoteliales,

linfangiogénicos y miogénicos.
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Figura 13. CD133 es una glicoproteina de 120kDa con 5 dominios transmembrana que
dividen dos pequefas asas intracelulares y dos asas mayores, extracelulares.

Aungue se desconoce la funcién biologica de CD133, se sabe que ademas de estar
presente en células epiteliales maduras también es un marcador de células madre
(tanto de tejidos normales como tumorales) lo cual ha validado su uso, tanto sola
como en combinacién con otras proteinas, para identificar células madre de diversos
tejidos como médula ésea, cerebro, rifidn, prostata, higado, pancreas y piel (99).

Los primeros anticuerpos anti CD133 disponibles, AC133 y AC141 se unen a
epitopes glicosilados de CD133; con posterioridad se desarrollaron otros con unién
a epitopes peptidicos en el asa extracelular de la proteina. No es claro si el estatus
de glicosilacion modifica la actividad de CD133, condicionante que se debe tener en

cuenta en la interpretacion de los estudios disponibles (100).

Significado de la expresion de CD133: Con relacibn a su expresion en células
tumorales, mediante anticuerpos monoclonales, CD133 se ha identificado en
neoplasias de cerebro, prostata, higado, pulmén y colon (101).

Estudios de IHQ en tejido tumoral de pacientes con carcinomas primarios de colon
en diversos estadios y localizaciones (ciego, sigma y rectosigma) han mostrado una
expresion omnipresente de CD133 en células tumorales. Se conoce que su
expresion esta regulada a la baja (down regulated) en subgrupos celulares tras la
aparicion de metastasis (tumores mas agresivos con capacidad de metastasis son
CD133-), lo cual sugiere que es posible que CD133 no tenga un papel funcional per
se en el crecimiento tumoral (95).

En el pulmén se han identificado células stem-like CD133+ con capacidad de auto-
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renovacion y de generacion de progenie ilimitada de células no neoplasicas (en

i . NEG
contraposicion con células CD133

, Incapaces de este potencial) (99), haciendo
de CD133 uno de los marcadores mas empleados para la identificacion de células
madre pulmonares.

Se plantea que tumores con alto nivel de expresion de CD133 son mas agresivos y
tienen peor curso clinico (101). En un grupo de 177 ACA estadio | se observé mayor
tasa de recaida (17,3% versus 4,2%) (p=0,004) en casos con alta expresion de
CD133, asi como peor supervivencia libre de enfermedad a 5 afios (77,2% versus
95,1%) (p=0,004) (101). Resultados similares se publican en 2014 (102), mostrando
una relacion entre expresion alta de CD133 y menor supervivencia global en
carcinomas estadio | (p=0,039).

En consonancia con lo sefalado anteriormente, en un meta-analisis de 2014 se
sugiere que CD133 constituye un marcador de peor pronéstico, asociandose con
menor grado de diferenciacion tumoral y presencia de metastasis ganglionares

(103).

1.6 Identificacion y cuantificacion de células madre

La metodologia concerniente a la identificacion de las células madre es un punto
fundamental. Se considera que la habilidad de una célula para reproducirse in-vivo
en tumores trasplantados en huéspedes inmunodeficientes constituye el gold
standard que define su potencial tumorigénico, siendo necesario ademas,
diferenciar y separar las CMCs de otros componentes estromales del tumor (63, 66).
La identificacion de CMCs en los estudios iniciales se basd principalmente en
técnicas de xenotrasplantes en ratones inmunodeprimidos usando subpoblaciones
tumorales humanas obtenidas de material de biopsia. Pese a que las observaciones
eran utiles para validar las propiedades bioldgicas de subpoblaciones tumorales, al
ser diferentes del tumor primario no eran suficientes para el aislamiento de CMCs;
fueron sin embargo de gran utilidad para reproducir el fenotipo y la morfologia de
diversas neoplasias como leucemias, cancer de mama, SNC, colon, cabeza y
cuello, ovario y pancreas (82).

Actualmente los estudios usan dos tipos de metodologias: la primera busca
identificar CMCs mediante la medicién del nivel de actividad, el cual varia en

funcién del tipo de neoplasia mientras que la segunda alternativa se basa en
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conocer el nivel de expresidén de sus proteinas. La mayoria de estudios se han
desarrollado valorando la expresion de proteinas y buscando asociaciones con

implicaciones clinicas.

1.6.1 Estudio del nivel de actividad:

- Expresion de enzimas citoprotectoras: como la aldehido deshidrogenasa
(ALDH1), con técnicas de aldeflior, de escasa aplicacién en la practica clinica.

- Presencia de proteinas transportadoras unidas a ATP o timosina b4 (Tb4), un

péptido pequefio de union a actina acidica.

Entre las limitaciones de estos estudios se incluyen las diferencias en el estatus de
glicosilacion que cambia en condiciones in-vivo e in-vitro, condicionando los

resultados.

1.6.2 Métodos de deteccidn de expresion de proteinas:

Los mas usados son la citometria de flujo y técnicas de inmunofluorescencia e IHQ
enzimatica. Se han empleado también andlisis de formacién de esferas in-vitro
(pruebas empleando colonias celulares que se usan para conocer la
pluripotencialidad de una célula y ademas permiten estudiar en éstas el efecto de
medicamentos), gRT-PCR y Western blot.

La citometria de flujo se basa en el uso de diferentes marcadores especificos,
incluyendo proteinas de superficie, moléculas sefalizadoras y valoracion de la
expresion diferencial de miRNAs en las CMCs.

La sensibilidad entre técnicas de citometria de flujo e IHQ varia considerablemente,
lo cual dificulta la comparacion de resultados (ejemplo, CD133 cuya valoracion por
IHQ es generalmente considerablemente mayor en términos de porcentaje de
células positivas que la misma realizada mediante citometria de flujo) (101). Cada
técnica cuenta ademas con limitaciones que condicionan los resultados (Tabla 9).
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Tabla 9. Principales limitaciones de las dos técnicas mas empleadas para la identificacion
de CMCs

Metodologia Limitaciones

Necesidad de emplear técnicas enzimaticas y/o mecénicas para

Citometria de . P A
lograr suspensiones celulares de una Unica célula, que afectan el

flujo ; . 7 .
I microambiente celular y la expresion de proteinas
Ausencia de estandarizacion y estudios de validacion
IHQ Muiltiples clones de Ac usados, con diversas afinidades

Subjetividad en la interpretacion de resultados

El paradigma actual de medicina personalizada y de precision se fundamenta en la
disponibilidad de nuevas herramientas diagnésticas que delimiten mejor los diversos
grupos de riesgo. La adecuada identificacion de CMCs mediante IHQ representa
una oportunidad de enriquecer el diagndstico anatomopatolégico aportando
informacion con fines prondsticos con procedimientos relativamente sencillos y
accesibles. El estudio de marcadores relacionados con CMCs puede ser un
prometedor procedimiento que contribuye a una mas precisa estratificacion de los

pacientes.
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2. JUSTIFICACION
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La heterogeneidad en el grupo CPCNP en estadios | y Il condiciona una amplia
variabilidad tanto en la tasa de recaida como en la supervivencia global a 60 meses
(90% a 56%) (17), sin que actualmente se disponga de marcadores que permitan
una subestadificacion adecuada y sefialen qué pacientes podrian beneficiarse de
tratamiento adyuvante. Por ello es importante poder construir un perfil lo méas
completo posible de cada tumor, integrando la informacion histolégica con
alteraciones genéticas y de expresion de proteinas (28).

La presencia de células madre en tumores pulmonares es bien conocida (67) pero
su impacto clinico no esta claramente definido. El presente trabajo busca conocer la
relacion entre la expresiéon de proteinas de célula madre con el prondstico en
diferentes grupos histologicos. Su desarrollo en una cohorte extensa y plenamente
caracterizada, asi como el empleo de técnicas de IHQ (de uso habitual en los
servicios de Anatomia Patolégica) confieren, ademas de solidez a los hallazgos, la
posibilidad de una facil reproductibilidad.

Cabe esperar que los resultados permitan establecer grupos con uniformidad
prondstica (de supervivencia), asi como identificar pacientes con mayor riesgo que
puedan beneficiarse de estrategias terapéuticas enfocadas a disminuir la

diseminacion metastasica y la recaida tumoral.
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3. HIPOTESIS
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El perfil de expresion de marcadores de células madre en carcinomas de pulmon de
célula no pequeiia (CPCNP) en estadios iniciales (I y Il) se relaciona con la
probabilidad de recaida y la supervivencia global.

Es esperable que la aplicacion de un panel de proteinas relacionadas con células
madre permita subclasificar tumores de caracteristicas (histologicas e
inmunohistoquimicas) equiparables y definir grupos de pacientes con un prondstico

similar.
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4. OBJETIVOS
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4.1 Objetivo principal
Evaluar el significado prondstico de la expresion de marcadores relacionados con
células madre cancerosas (CMCs) en pacientes intervenidos de carcinoma

pulmonar de célula no pequefia (CPCNP) en estadios iniciales.

4.2 Objetivos secundarios

1. Describir el patrén de expresion inmunohistoquimica de cada marcador de CMCs
en las células neoplasicas.

2. Conocer la prevalencia de la expresion de los marcadores de CMCs mediante
IHQ en CPCNP en estadios iniciales.

3. Establecer si existen diferencias en la expresiéon de marcadores de CMCs entre
tipos histologicos (ACA, CCE y CCG).

4. Analizar el nivel de correlacion entre los diferentes marcadores de CMCs y su
asociacién con otras variables clinico-patoldgicas.

5. Identificar subgrupos con peor prondstico basados en marcadores de CMCs.
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5. MATERIAL Y METODOS
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5.1 Tipo de estudio
Estudio observacional de tipo retrospectivo realizado en el Hospital General de
Alicante (HGUA).

5.2 Seleccion de casos

5.2.1 Criterios de inclusion: Tumores primarios pulmonares en estadios iniciales (I y
II) sin metastasis ganglionares (pNO), diagnosticados e intervenidos en el HGUA
entre enero de 2002 hasta diciembre de 2011. Debido a que la mas reciente
actualizacion de criterios diagnésticos de la OMS es de 2015 (16), los casos se
diagnosticaron siguiendo los criterios vigentes en el momento del diagnéstico (OMS
2004 y previa) (22), y aplicando criterios establecidos en el TNM vigente al momento
del andlisis (72 Clasificacion TNM) (104) al no estar disponible la version mas
reciente, publicada de manera preliminar en 2016 (105).

Se incluyeron casos exclusivamente intervenidos mediante lobectomia vy
linfadenectomia reglada, con seguimiento clinico superior a 6 meses y con
diagndstico de:

a. Adenocarcinoma (ACA)

b. Carcinoma de células escamosas (CCE)

c. Carcinoma de célula grande (CCG)

5.2.2 Criterios de exclusion:

a. Carcinomas adenoescamosos y neuroendocrinos

b. Casos con tratamiento neoadyuvante

c. Ausencia de tejido parafinado (se solicité informe de disponibilidad de muestras
del Biobanco del HGUA)

d. Tratamiento quirdrgico por neumonectomia (con vistas a evitar la morbi-

mortalidad del procedimiento quirdrgico).
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5.3 Muestra

Muestreo consecutivo, no aleatorio. La revision de la base de datos del Servicio de
Anatomia Patologica (PatWin®) en el periodo comprendido entre enero de 2002 a
diciembre de 2011, identific6 150 casos que cumplian los criterios de inclusion.
Teniendo en cuenta las pérdidas por falta de seguimiento se calculé una n de 130
casos. De acuerdo a los datos de supervivencia de cancer pulmonar
correspondiente a los estadios objeto de la investigacion, este nUmero es adecuado
al tamafio muestral necesario.

Todos los datos obtenidos fueron incorporados a una base de datos informatizada
(Microsoft Access). A cada caso se asigné un numero de referencia. Tras la revision
de la historia clinica y recogida de variables descriptivas, se eliminé el numero de
historia clinica y SIP, asegurando la anonimizacién de los datos. Se solicité informe
de disponibilidad al Biobanco del HGUA, que concedié la cesién del material

solicitado y se solicito la aprobacion del Comité de ética.

5.4 Variables a estudio

5.4.1 De identificacion y clinicas: Obtenidas mediante revision de la historia clinica.
a. Numero de referencia en el estudio

b. Fecha de nacimiento

C. Sexo

d. Historia de tabaquismo (afios / paquete). Se incluyé en el grupo de “No
fumadores” a todos aquellos pacientes exfumadores con abstinencia superior a 10
anos.

e. Fecha de diagndstico inicial

f. Localizacion del tumor

g. Modalidad de tratamiento quirargico: lobectomia o bilobectomia

5.4.2 Variables morfolégicas convencionales: Obtenidas tras la revisidbn de las
preparaciones archivadas en el Servicio de A. Patoldgica.

a. Tamafio tumoral: segun descripcibn macroscopica de la pieza tamafo y
cuantificacion del tamafio del componente invasivo mediante microscopia optica.

b. Tipo histologico: Se recuperaron las preparaciones tefidas con H&E
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correspondientes a cada uno de los casos, seleccionando aquellos con presencia de
tumor. Cada caso fue revisado por dos patologos de manera independiente,
mediante microscopia éptica.

De cada caso se revisaron inicialmente 4 preparaciones histologicas y se
reclasificaron segun los criterios de la OMS 2015 (16), asi:

1. Adenocarcinomas: Carcinomas con diferenciacion glandular y/o secrecién de
mucina. Posteriormente fueron subclasificados por subtipos histolégicos segun los
criterios propuestos por el IASLC Staging Committee (21) y adoptados por la ultima
edicion de la clasificacion OMS (16). Se revisaron todas la preparaciones de cada
caso, definiendo como patron predominante el subtipo morfolégico presente en

porcentaje mayor (Tabla 10).

2. Carcinomas de células escamosas: formacion de queratina y/o presencia de

puentes intercelulares y/o positividad para p63/p40 (16).

3. Carcinomas de célula grande: ausencia de diferenciacion glandular o escamosa.
En este caso, se realizé un estudio adicional de IHQ (TTF-1, Napsina y p63/p40)
para subclasificacién. Todos aquellos casos con negatividad para los 3 anticuerpos,
se consideraron como CCG. Si TTF-1 y/o Napsina positivos, el tumor era clasificado

como ACA. Si p63/p40 positiva, se consideré como CCE.

En caso de discordancia con el diagnostico previo, se recuperoé la totalidad de las

preparaciones y se realiz6 una nueva revision.

c. Estadio patologico: dado por el TNM (AJCC 2010) (104) (Tabla 11)

d. Grado de diferenciacion:

Adenocarcinomas: segun subtipos histolégicos (caracteristicas arquitecturales) (48)
(Tabla 12).

Carcinomas de células escamosas: Se subdividieron en tumores queratinizantes y

no queratinizantes, segun criterios de la OMS (16) (Tabla 13) (Figura 14).
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Tabla 10. Subclasificacion de ACA segun el IASLC Staging Committee (21)

Patron predominante

Descripcion

Células tumorales de tipo neumocitario relativamente
uniformes con crecimiento sobre paredes alveolares con al
menos un foco de ACA infiltrante = 5 mm

Mayoria de glandulas, redondas u ovales y/o agregados
redondeados de células tumorales con polarizacién nuclear
periférica y citoplasma central sin luz evidente

Glandulas con ejes fibrovasculares centrales (no siendo
necesario estroma miofibroblastico).

Sabanas de células neoplasicas con abundante citoplasma y
nucleos vesiculares con nucleolo prominente. Ausencia de
otros patrones.

Papilas sin eje fibrovascular, unidas o desprendidas de las
paredes alveolares. Células pequefas y cuboidales con
minima atipia. Estructuras glandulares pueden “flotar” en
espacios alveolares. Frecuentes cuerpos de psammoma.

Subtipos especiales

Mucinoso, coloide, fetal, entérico
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Tabla 11. Estadios I, Il y Il de la clasificacion TNM para carcinomas del pulmén (16, 104).
Las casillas en rojo sefialan los estadios considerados como adecuados para inclusion en el
estudio. En azul, estadios excluidos.

Estadio T N M
Tla NO MO
A
T1b NO MO
IB T2a NO MO
Tla N1 MO
Tib N1 MO
A
T2a N1 MO
T2b NO MO
T2b N1 MO
1B
T3 NO MO

Tabla 12. Clasificacion de adenocarcinomas segun grado de diferenciacién por subtipos
histolégicos (48)

Grado Diferenciacion Patrén de crecimiento

ACA in-situ(*), minimamente invasivo (*) o

1 Bien diferenciado predominantemente lepidico.

2 Moderadamente diferenciado Acinar o papilar.

3 Mal diferenciado Sélido o micropapilar.

(*). Excluidos del estudio
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Tabla 13. Caracteristicas de CCE queratinizantes y no queratinizantes (16)

Carcinoma de células escamosas Caracteristicas

Presencia de queratinizacion
Queratinizante Formacion de perlas de queratina

Puentes intercelulares

Puentes intercelulares

No queratinizante Marcadores IHQ orientativos de
diferenciacién escamosa (p40, p63,
CK5 o CK5/6. Negatividad para TTF1).

Figura 14. Carcinoma de células escamosas queratinizante (A) y no queratinizante (B)

e. Otras variables histologicas que han sefialado capacidad pronéstica (16, 23, 46,
106). Incluyen:

- Invasion pleural: valoracién con H&E. En casos dudosos, se emplearon técnicas
histoquimicas (orceina para fibras elasticas).

- Invasién vascular: valorada mediante H&E. Definida como presencia de células
tumorales en espacios endotelizados.

- Necrosis: valorada mediante H&E.
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- Actividad proliferativa: valorada en H&E mediante cuantificacion de mitosis en al
menos 10 campos de gran aumento (en secciones completas) y con técnicas IHQ
cuantificando la expresion de Ki-67.

5.4.3 Variables inmunohistoquimicas: (Tabla 14).

a. Marcadores IHQ de células madre: CD44, CD44v, CD24, Sox2, ALDH1 y CD133.

b. Marcadores IHQ de diferenciacion: expresion de p63/p40, TTF1 y napsina.

c. Marcadores de proliferacion celular: cuantificacion de la expresion de Ki-67

d. Expresion de p53

Tabla 14. Panel de anticuerpos y controles empleados. Anticuerpos relacionados con

expresion de células madre

Anticuerpo Clon Dilucion Casa comercial
DF1485
CDh44 _ 1:40 Dako
Monoclonal murino
CD44v6
CD44v 1:50 Novocastra
Monoclonal murino
Ab-2SB3b
CD24 1:100 Neomarkers

Monoclonal murino

NB-110-37235
Sox2 1:250 Novus
Monoclonal murino

ALDH1A1 clon EP

ALDH1 1933Y Monoclonal, 1:100 Abcam
conejo.
CD133 Policlonal, conejo 1:250 Biorbyt

Contintia en la siguiente pagina
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Tabla 14 (continuacion). Anticuerpos de diferenciacion histolégica

Anticuerpo Clon Dilucion Casa comercial
8G7G1/1
TTF-1 _ 1:50 Dako
Monoclonal murino
_ EPR6252
Napsina A 1:250 Abcam
Monoclonal murino
DAK-p63
p63 _ 1:50 Dako
Monoclonal murino
BC28
p40 1:50 Abcam
Monoclonal murino
MIB1
Ki67 : 1:50 Dako
Monoclonal murino
DO-7
p53 1:100 Dako

Monoclonal murino

5.5. Construccién de las matrices de tejido (TMAS)

Tras la valoracion y reclasificacion morfologica de los casos, un patélogo identificd
sobre las preparaciones tefiidas con H&E un area con representatividad tumoral,
gue fue sefalada con un marcador permanente. Posteriormente, cada zona
seleccionada se identifico en el bloque de parafina correspondiente y a partir de alli
se construyeron las matrices de tejido (TMAs, por sus siglas en inglés, Tissue
Microarrays) (Figura 15). De forma paralela el numero de cada caso fue

incorporado a una tabla Excel por TMA, que fue editada para la obtencion de

resultados de cada anticuerpo.
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Figura 15. 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 TMAs, cada uno con
20 casos mas dos controles (B). Cada TMA serd luego tefiido con los diferentes
anticuerpos.

Los TMAs permiten estudiar de forma simultanea aproximadamente 40 casos (2
cilindros por caso mas controles), minimizando el nimero de secciones y el coste en
reactivos y proporcionando una reaccion inmunohistoquimica uniforme a todos los
casos incluidos (107). Para su construccion en nuestro estudio, se tomaron dos
cilindros de tejido parafinado de cada tumor, cada uno de 1 mm de diametro, que
fueron llevados a un bloque receptor utilizando un equipo de construccion de
matrices de tejido (Beecher instruments).

Cada blogue incluyé un total de 20 casos (2 cilindros por caso) mas 2 controles. Se
construyeron un total de 8 bloques 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.

5.6 Aplicacion de técnicas inmunohistoquimicas

Las técnicas inmunohistoquimicas fueron realizadas sobre cortes de los TMA, de
forma automatizada con equipo Autostainer Link48 (Dako), con sistema de
visualizacion de alta sensibilidad Envision® (Dako). Se utilizé el panel de
anticuerpos ya mencionado (apartado de “Variables inmunohistoquimicas”) (Tabla
14). Para la optimizaciéon de los anticuerpos se utilizaron controles positivos y
negativos consultando bases de datos de expresion tisular.

Los cortes de tejido fueron desparafinados mediante incubaciéon en xilol y
rehidratados mediante soluciones descendentes de etanol y agua. La recuperaciéon
antigénica se realizo con el equipo PT-Link tratando las secciones con “target

retrieval solution Envisién Flex”, con pH alto (9,0). Los anticuerpos primarios fueron
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incubados en el Autostainer durante tiempos que oscilaron entre 20 y 30 minutos,
dependiendo del ajuste de los anticuerpos.

Metodologicamente, el uso de TMAs es una técnica conveniente para el estudio de
numerosos casos; confirmamos la validez de la técnica realizando tinciones para
cada anticuerpo en secciones completas de tejido, verificando la tincion homogénea
gue permitiera establecer una adecuada comparacion con el correspondiente TMA
(107).

5.7Valoracion de inmunohistoquimica

La valoracion de cada anticuerpo se realizd en microscopio Optico de
multiobservacion, cuantificando la totalidad de las células incluidas en la seccion del
cilindro (superficie 0,785 mm? por seccién) por dos observadores de forma
independiente. En total se valoraron 1800 secciones de cilindros.

De manera paralela se incluyeron cortes de tejido como controles positivos para
cada anticuerpo (seleccionados segun la literatura y la hoja de producto
correspondiente) (Tabla 15).

5.7.1 Valoracion de marcadores de células madre. CD44, CD44v, CD24, ALDH1,
Sox-2, CD133.

A continuacion se describe el procedimiento para su valoracion:

a. Valoracion de la tincién: Para cada uno de los anticuerpos seleccionados se
reviso la literatura para conocer de antemano cual era el patron de tincién esperado
(de membrana, citoplasmatica, nuclear), y con esta consideracion se realiz6 la
valoracion de cada TMA (Tabla 16).
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Tabla 15. Controles empleados y patron de tincion en tejido control

Anticuerpo Tejido control Patron de expresion
CD44 Urotelio Positivo en células basales uroteliales
CD44v Urotelio Positivo en células basales uroteliales
CD24 Amigdala Linfocitos de centros germinales positivos
ALDH1 Mama Epitelio ductal positivo
Carcinoma laringeo
Sox-2 de células Positividad nuclear en células tumorales
escamosas
CD133 Rifén Positividad en tabulo proximal
Expresién nuclear moderada a intensa en células
epiteliales de bronquiolos terminales. Neumocitos
TTF-1 Pulmon tipo Il, células Clara y células basales de
bronquiolos terminales con expresién nuclear
intensa.
. s, Células epiteliales de tubulos proximales con tincién
Napsina A Rinon . L
granular citoplasmica
063 Amigdala Epitelio escamoso superficial positivo. Expresmn
nuclear leve a moderada en linfocitos aislados.
040 Placenta Tincion n_ug:lear debil / mod_erada en citotrofoblasto,
visible incluso a bajo aumento (40x)
Ki67 Amigdala Tincion _nuclear especialmente en centros
germinales y capa basal del epitelio
Expresion nuclear débil a moderada en méas de 20
p53 Amigdala % de linfocitos de centros germinales,con

positividad menor al 10 % en células B del manto
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Tabla 16. Tipo de tincién valorada en cada uno de los anticuerpos seleccionados y punto de
corte

Anticuerpo Tipo de tincidn Punto de corte (%)
CD44 Predominantemente de membrana 10
CD44v Predominantemente de membrana 10

Citoplasméatica y membranosa

Ch24 circunferencial 10
ALDH1 Citoplasmatica 5
Sox-2 Nuclear 10
CD133 Citoplasmatica 10

Para cada anticuerpo se considero la intensidad de expresion de manera cualitativa,
valorando primero el patrén de expresion a bajo aumento y posteriormente, con
aumento de 400x calificando la intensidad, en cuatro grupos:

0 = Ausencia total de expresion

+ = Expresion leve

++ = Expresion moderada

+++ = Expresion intensa

So6lo se consider6 como positiva la tincibn de ++ /+++ (expresibn moderada e
intensa). Los casos con 0 y + fueron considerados como negativos. Solo se valoro
tincion observada en células neoplasicas; aquella identificada en el estroma,
macrofagos y celularidad inflamatoria fue valorada como inespecifica siendo
excluida del andlisis.

b. Cuantificacion de células tumorales positivas: expresada en porcentaje. Se
cuantifico la cifra media observada por dos observadores y en caso de discrepancia
>10%, se reevaluod el caso. El estudio de expresion se realiz6 en la totalidad de las

células tumorales incluidas en los cortes de TMA.
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El analisis inicial mostré que la construccién de un score combinando intensidad y
porcentaje de células positivas no mejora los datos de correlacion. Debido a esto, se
decidié6 emplear un punto de corte basado solo en el porcentaje de células tefiidas
con una intensidad 2 y 3+. Cualquier célula con intensidad O / 1+ se considero
negativa.

c. Seleccion del punto de corte: considerando la ausencia de valores universalmente
aceptados para el estudio IHQ de marcadores de CMCs, se estudio la mediana de

los resultados asi como puntos de corte reportados en la literatura.

5.7.2 Valoraciéon de marcadores de diferenciacion histologica (p63/p40, TTF1 y
napsina). Los anticuerpos empleados en caso de diagndstico inicial de CCG se

describen en la Tabla 17.

Tabla 17. Criterios para valoracion de anticuerpos de diferenciacion histologica. Definicion
de casos positivos

Localizacién de la Expresion (focal

Anticuerpo l Intensidad )
tincion versus difusa)
Cualquiera (débil / Cualquiera (focal y/o
p63 Nuclear . _
moderada / intensa) difusa)
Cualquiera (débil / Cualquiera (focal y/o
p40 Nuclear . _
moderada / intensa) difusa)
Cualquiera (débil / Cualquiera (focal y/o
TTF1 Nuclear . _
moderada / intensa) difusa)
_ _ . Al menos moderada/ Cualquiera (focal y/o
Napsina Citoplasmatica

intensa)

difusa)
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5.7.3 Valoracion de marcadores de proliferacion celular (Ki67): valorada en TMAs en
al menos 400 nucleos (cada cilindro de TMA tiene entre 300 a 1000 células),
evitando el analisis exclusivo de areas de elevada concentracion de células
positivas (“hot spots”).

La seleccion del punto de corte para Ki67 en CPCNP varia en la literatura (51);
algunos estudios reportan el uso de la mediana como valor discriminatorio. Debido a
la falta de consenso en cudl es el 6ptimo para la valoracion de tumores pulmonares
(52, 53), en un primer paso se valoraron los resultados en combinacion con la
cuantificacion de mitosis y p53. Tras verificar la concordancia de los resultados con
estos tres marcadores, se seleccion6é 30% como el valor con mayor capacidad

discriminatoria (proliferacion alta 230% versus baja «30%).

5.7.4 Valoracion de expresion de p53: expresion nuclear moderada e intensa (2 y
3+) valorada en TMAs en al menos 400 nucleos.Expresada en porcentaje de células
positivas. Los puntos de corte en la literatura varian, entre 10% y 30% (53). Se opto
por un corte de 30% para lograr mayor especificidad.

5.8 Variables de resultado

a. Periodo libre de enfermedad tras el tratamiento quirtrgico: tiempo transcurrido
desde la intervencién quirargica y el primer episodio de recidiva de la enfermedad

b. Supervivencia global: tiempo transcurrido desde la intervencién quirlrgica y el

éxitus

5.9. Analisis de datos

5.9.1 Estudio descriptivo: Para las variables cualitativas se utilizd la frecuencia
relativa en porcentajes y para las cuantitativas, la media y la desviacion estandar. La
evaluacion de la distribucion de datos se realizo con la prueba de Kolmogorov-
Smirnov. Para la correlacion de las variables cuantitativas inmunohistoquimicas se
aplico el método de Pearson y de Spearman.

En el caso de variables cualitativas se midio la asociacion mediante la prueba del
Chi cuadrado o la prueba exacta de Fisher en caso de datos reducidos en las tablas
de contingencia.
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5.9.2 Andlisis univariante de supervivencia: se aplicd el método Kaplan-Meier. El
cociente de riesgos instantaneos (“Hazard ratio”) y el intervalo de confianza (95%)
se obtuvieron mediante el andlisis de regresion de Cox. Las curvas de
supervivencia se compararon con la prueba de rangos logaritmicos (Log rank). Para
el analisis multivariante se aplicé el modelo de regresion de Cox con las variables
gue presentaron en el analisis univariante una p<0,1.

Para el contraste de las hipotesis descritas anteriormente se utilizé una p<0,05.

El analisis de datos se realizé con el paquete estadistico SPSS para Windows V.20.

5.10. Medios disponibles y financiacion

El grupo de estudio de tumores pulmonares del HGUA forma parte del Instituto de
Investigacion 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).

Los casos analizados forman parte de la coleccion de tumores pulmonares del
grupo de estudio de cancer de pulmén del HGUA. Se cont6 con financiacion de la
Fundacién para la Investigacion Biomédica del HGUA, asignada al proyecto
“Expresion de marcadores de células madre en carcinoma pulmonar de célula no
pequefia en estadios iniciales: significado prondstico” (Ref. UGP-14-127) (Tabla 18).
El andlisis inmunohistoquimico se realiz6 en el Servicio de Patologia del HGUA, que
dispone del equipamiento e infraestructura necesaria: Tissue micro-arrayer,
microtomos, inmunotefidores automaticos, equipos de microscopia

multiobservacion y digitalizacion de imagen.
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Tabla 18. Gastos asociados al proyecto

Descripcién del gasto Importe bruto

Gastos de personal (no colaboradores)

Contratacion de TEAP* (1 mes a tiempo parcial, para

preparacion de TMAs y realizacion de técnicas IHQ) 500
Material fungible:

Anticuerpos (8x500) 4000

Sistema de deteccion (Envision Flex, Dako) 2800

Gastos gestion Biobanco (2 punch x 50 casos) 200

Total 7500

* TEAP: Técnico de Anatomia Patoldgica. La totalidad de las técnicas fue realizada por el
mismo técnico con experiencia en construccion de TMAs.

5.11 Dificultades y limitaciones

Del total de casos identificados se excluyeron 10% por falta de tejido disponible;

adicionalmente, algunos casos aislados se perdieron en el procesamiento.

5.12 Aspectos éticos

En todos los pacientes se realizaron estudios IHQ sobre los TMAs con preservacion
del bloque en parafina original. Las muestras de tumor necesarias para la
realizacion del proyecto forman parte de la COLECCION CARCINOMA DE
PULMON del Biobanco del HGUA. Se cuenta con un informe de disponibilidad de
muestras del Biobanco, el cual autorizé su cesion. Se solicité y obtuvo autorizacion

de los Comités ético y de investigacion a los que esta adscrito el Biobanco
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6. RESULTADOS
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6. RESULTADOS

6.1 Analisis descriptivo de variables clinico patologicas

Tras la revision de la base de datos, 150 casos cumplieron los criterios de inclusion.
De estos, 10 casos fueron excluidos por diversos motivos (ausencia de seguimiento,
ausencia de tejido tumoral suficiente en los bloques de parafina o bien por no

disponer el Biobanco de consentimiento informado) (Figura 16).

Revision de base de datos (PatWin): enero 2000 / dic 2010
con diagnostico de: ACA, CCE y CCG.

Seleccién de casos en estadio | y Il (pNO) que cumplian
criterios de inclusién.

Total de casos identificados: 150

Excluidos

- Ausencia de seguimiento

- Falta de tejido parafinado

- Ausencia de consentimiento informado

Total de casos seleccionados: 140

Revision y obtencion de variables
Reclasificacion morfologica y aplicacién de
panel IHQ de diferenciacion si necesario

ACA 84
CCE 47 Construccion de TMAs
CCG 9 Panel de marcadores de CMCs, Ki67, p53

Ki67 =122

P53 =126

CD44 =139
CD44v =137
CD24 y Sox2 =140

ALDH1yCD133 =138
* Cada TMA presento casos no valorables

por ausencia de tejido.

Figura 16. Algoritmo de trabajo.
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Un total de 140 casos fueron incluidos en el analisis (80% hombres y 20% mujeres),
con edades comprendidas entre 44 y 85 afios (media de 67 afios). Los pacientes
eran mayoritariamente fumadores (rango de 9-120 afos/paquete). Por estadios
patoldgicos, la mayoria (46%) correspondian a estadio IA. El tamafio medio tumoral
fue de 36 mm (rango entre 9 — 100 mm, con mediana de 33 mm) (Tabla 19). La

media de seguimiento fue de 69 meses (rango de 6 a 161 meses, con una mediana

de 71 meses).

Tabla 19. Casos identificados. Caracteristicas clinicas y patoldgicas (n= 140)

Variable n (%)
Edad (afios)
<60 30 (21%)
=60 110 (79%)
Sexo
Hombre 112 (80%)
Mujer 28 (20%)
Fumador
Si 126 (90%)
No 14 (10%)
Tamafio tumoral
<30 mm 53 (38%)
230 mm 87 (62%)
Estadio
IA 65 (46%)
B 45 (32%)
II, NO 30 (22%)
Tipo histolégico
ACA 84 (60%)
CCE 47 (34%)
CCG 9 (6%)
Tasa de supervivencia
1 afio 94%
2 afios 85%
5 afios 66%

Recaida (a 5 afios)
Si
No

46 (32,9%)
94 (67,1%)

ACA: Adenocarcinomas. CCE: Carcinomas de Células Escamosas. CCG: Carcinomas de célula grande.
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La clasificacion inicial considerando sélo parametros morfoldégicos mostré un total de
25 casos de CCG. Tras el estudio IHQ (TTF1, p63 y marcadores neuroendocrinos -
CD56, cromogranina y sinaptofisina-), 16 de los casos fueron reclasificados (Figura
17).

25 CCG * H&E

*« TTF1, P63/P40, Marcadores NE

Panel IHQ

8 ACA 7 CCE 1 CNECG 9 CCG
(EXCLUIDO)
*TTF1 () *TTF1 (-) *TTF1 (-) «TTF1 (-)
» P63/P40 (+) * P63/P40 (-) « P63/P40 (-)
* Marc NE (+) * Marc NE (-)
» Patrén morfologico
compatible

Figura 17. Total de casos clasificados como CCG tras revisidbn morfolégica (H&E) inicial

(n=25) y reclasificacion tras aplicacion de panel IHQ.
*CCG: Carcinoma de célula grande. ACA: Adenocarcinoma. CCE: Carcinoma de células escamosas.
CNECG: Carcinoma neuroendocrino de célula grande.

6.1.1 Distribucién por tipos histolégicos:

a. Adenocarcinomas: La serie mostré predominio de ACA (60%) (Figura 18). De
estos, 61 casos (73%) correspondian a hombres y 23 (27%) a mujeres, con un
promedio de edad de 66 afos (rango de 46-80 afios). El porcentaje de fumadores
entre los ACA fue de 82%.
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CCG
6%

CCE
34%

Figura 18. Distribucion de la serie por tipos histolégicos
ACA: Adenocarcinoma; CCE: Carcinoma de Células Escamosas; CCG: Carcinoma de Célula grande

Del total de 84 ACA, 60 correspondian a tumores de patron no soélido (45 de patron
acinar/papilar, 11 de patron predominantemente lepidico y 4 tumores mucinosos) y

24 a tumores de patron sdlido (Figura 19).

Mucinosos: 4
(4%)

Lepidicos: 11
(13%)

Solidos: 24

(29%) Acinar / papilar:45

(54%)

Figura 19. Distribucion de ACA por subtipos histoldgicos
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b. Carcinomas de Células Escamosas: Se identificaron un total de 47 CCE (34% del
total de casos incluidos). 33 (70%) correspondian a tumores queratinizantes y 14
(30%) a neoplasias no queratinizantes, con negatividad para TTF1 y expresion de
p63/p40.

En los CCE se observo un predominio (92%) de pacientes de sexo masculino
(p=0,028). Todos los casos correspondian a fumadores, (p=0,005) (Tabla 20).

c. Carcinomas de Célula Grande: Como se menciond antes, tras el estudio IHQ
inicial fue posible reclasificar 15 de 25 tumores inicialmente considerados como
carcinomas indiferenciados, asi como excluir un caso con diferenciacion
neuroendocrina. Un total de 9 casos (6%) del total de tumores no mostraron ningun
parametro (morfolégico / IHQ) que permitiera reclasificarlo como ACA / CCE, siendo
considerados como CCG. La Tabla 20 resume la distribucion de las diversas
variables clinico-patolégicas en relacion con los 3 grupos histologicos; se
encontraron diferencias significativas en cuanto a distribucion por sexo (p= 0,028),
consumo de tabaco (p= 0,005), tamafio tumoral (p= 0,032) y grado nuclear (p=

0,032) entre los diversos grupos.

Tabla 20. Tipos histoldgicos y variables clinico patoldgicas

Variable clinico - ACA CCE CCG p
patoldgica
Edad
<60 (n=30) 23% 17% 33% ns
=260 (n=110) 77% 83% 67%
Sexo
Hombres (n = 112) 73% 91% 89% 0.028*
Mujeres (n = 28) 27% 9% 11% ’
Tabaquismo
Si (n=124) 83% 0 0 .
No (n = 14) 17% 100% 100% 0,005

Tamafio (mm)
<30 (n=53) 46% 23% 33%

*
> 30 (n = 87) 54% 77% 67% 0,032

Continda en la siauiente paaina 81



Tabla 20. Continuacion

Grado nuclear
1(n=22) 24% 4% 0
2 (n=80) 52% 64% 67%
3 (n=38) 24% 32% 33% 0,032*
Estadio
IA (n = 65) 52% 36% 45%
IB (n = 45) 31% 24% 33% ns
I pNO (n = 30) 17% 30% 22%

6.1.2 Variables relacionadas con proliferacion celular: EI nimero de mitosis por 10
CGA no mostro6 diferencias significativas entre los diferentes grupos histoldgicos. El
rango de actividad proliferativa, cuantificada mediante Ki67 (posible de valorar en
122 de los 140 casos) estuvo entre 2% y 75% (mediana de 32%); los casos se
distribuyeron de manera relativamente uniforme entre 46% con bajo Ki67 y 54% con
Ki67 elevado. Los CCG y CCE presentaron mayor nimero de mitosis y mayor Ki67
qgue los ACA (p= 0,000). La expresion de p53 fue valorable en 126 casos del total y
el mayor nivel de expresiéon se observo en los CCE (p= 0,001) (Tabla 21).

El calculo de correlacion entre numero de mitosis por CGA y Ki67 empleando la r de
Spearman fue de 0,50 (p= 0,000); entre nUmero de mitosis y p53, de 0,17 (p=0,05) y
entre Ki67 y p53, de 0,23 (p=0,10).

Tabla 21. Cuantificacibn de mitosis y expresion de Ki67 y p53 (en todos los tipos
histol6gicos).

Variable clinico - ACA CCE CCG p
patologica (ny %) (ny %) (ny %)
Mitosis x 10 cga

<10 (n = 64) 55 (65%) 9 (19%) 0

> 10 (n = 76) 29 (35%) 38 (81%) 9(100%)  0,000*
Ki67

< 30 (n = 56) 46 (65%) 9 (21%) 1 (11%)

> 30 (n = 66) 25 (35%) 33 (79%) 8 (89%) 0,000*
p53

<30 (n = 60) 44 (59%) 10 (24%) 6 (67%)

> 30 (n = 66) 31 (41%) 32 (76%) 3 (33%) 0,001*

82



6.2 Analisis descriptivo de la expresion IHQ de marcadores de células madre
Los tumores fueron dicotomizados en casos “positivos” (expresion superior o igual al
punto de corte) y “negativos” (menor que el punto de corte). Se consideraron

resultados con significacion estadistica aquellos con p < 0,05.

6.2.1 CD44: Del total de 140 casos, en uno no fue posible la valoracion de CD44
(ausencia de tumor en TMA). En parénquima pulmonar no tumoral observamos
expresibn de CD44 en células basales bronquiales, con expresion leve en
neumocitos.

En las secciones de tejido tumoral, 60 casos (43%) mostraron positividad para CD44
(tinciébn de membrana, con punto de corte 210%) mientras que en 79 casos (57%) la

expresion fue negativa (Figura 20).

- &

Figura 20. Patron de expresion de CD44 en células tumorales. (A) TMA (40x). (B) CCE,
tincion de membrana (400x)

Los casos positivos correspondian mayoritariamente a varones con edades
superiores a 60 afos (sin diferencias estadisticamente significativas) (Tabla 22).

Tampoco se observo asociacion con tabaquismo, tamafio tumoral o estadio.
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Tabla 22. Expresion de CD44 (todos los tipos histologicos) y correlacion con variables
patoldgicas (n= 139)

Variables clinico- CD44 210
patolégicas (ny %) P
Edad
<60 10/30 (33%) ns
=60 50/109 (46%)
Sexo
Hombre 53/111 (47%) 0.03*
Mujer 7/28 (25%) ’
Fumador
Si 55/125 (44%) ns
No 4/14 (29%)
Tamano
<30 mm 25/65 (39%) ns
=230 mm 35/74 (47%)
Estadio
IA 25/65 (38%)
B 18/44 (41%) ns

I 17/30 (57%)

a. Variables proliferativas y expresion de CD44: Se observdé mayor expresion de
CD44 en tumores con = 10 mitosis x 10cga (p = 0,013), al igual que en casos con
Ki67 = 30% (p= 0,000) (Tabla 23).

Tabla 23. Expresion de CD44 y relacién con variables proliferativas y expresion de p53

Variables clinico- CD44 210
patolégicas (ny %)
Mitosis x 10cga

<10 20/63 (32%)
210 40/76 (53%) 0,013*
Ki67

< 30% 15/66 (23%)

= 30% 46/75 (61%) 0,000~
P53
<30 20/66 (30%)
=30 41/73 (56%) 0,003*
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b. Expresion de CD44 por tipos histologicos: CD44 se expreso predominantemente
en CCE (p= 0,000) (43/47 casos con expresion alta -92%-) (Figura 21). En el grupo
de ACA y CCG, s6lo en una minoria de casos se observo expresion elevada (16/83

ACAy 1/9 CCG).

100%

92%
80%
60%
40%
. 19%
20% III 1%
0% ]
CCE ACA CDG

Figura 21. Expresion elevada de CD44 por tipos histolégicos (p= 0,000)

Los CCE queratinizantes mostraron mayor expresion de CD44 que los no
gueratinizantes, si bien las diferencias no fueron estadisticamente significativas (p =
0,36) (Tabla 24) (Figura 22). En el analisis por subgrupos histolégicos, en los CCE
no se identificd ninguna relacién estadisticamente significativa entre la expresion de
CD44 y las diferentes variables clinico-patoldgicas (edad, sexo, tabaquismo, tamafio
tumoral o estadio), ni tampoco con variables relacionadas con proliferacion (Ki67 o

indice mitético) o expresion de p53.

Tabla 24. Diferencias en expresion de CD44 por subtipos de CCE (p = ns)

Subtipo histolégico CD44210ny %
CCE queratinizante 31/ 33 (94%)
CCE no queratinizante 12/14 (86%)
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Figura 22. Expresion de CD44 en CCE queratinizante (A) TMA, 40x. B 100x. (C) 200x y (D)
200x.
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En los ACA, CD44 tampoco mostro asociacion con las diversas variables clinico-
patologicas ni con los subtipos morfolégicos (p = ns). Al explorar la expresion de
CD44 en el subgrupo de ACA mal diferenciados (patrén solido), tampoco se

observaron diferencias estadisticamente significativas (p = ns) (Figura 23).

Figura 23. Expresion de CD44 en ACA (A) TMA, 40x. B 400x.
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6.2.2 CD44v: En parénquima pulmonar no tumoral, observamos expresion de

CD44v en células basales bronquiales y neumocitos hiperplasicos (Figura 24).

Figura 24. Expresion de CD44v en parénquima pulmonar no neoplasico. (A) y (B)
positividad de membrana en células basales bronquiales. 200x y 400x. (C) y (D) positividad
en neumocitos hiperplasicos 400x.

En pulmon tumoral, del total de casos en que fue posible valorar CD44v (n=137), 74
(54%) fueron positivos (CD44v = 10), sin diferencias entre edad, sexo o tabaquismo
(Tabla 25).
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Tabla 25. Expresion de CD44v elevada (en todos los tipos histolégicos) y correlacion con

variables patoldgicas

Variables clinico- CD44v 210
patolégicas (ny %) >
Edad
<60 18/30 (60%)
=60 56/107 (52%) ns
Sexo
Hombre 60/110 (55%)
Mujer 14/27 (52%) 0,08
Fumador
Si 65/123 (52%)
No 8/14 (62%) ns
Tamafio
<30 mm 33/65 (51%)
230 mm 41/72 (57%) ns
Estadio
1A 32/65 (49%)
IB 25/43 (58%) ns

[ 17/29 (59%)

a. Variables proliferativas y expresion de CD44v: Se observd mayor expresion de
CD44v en tumores con = 10 mitosis x 10cga (p= 0,038). Al valorar la proliferacion
mediante Ki67, se confirma esta diferencia de expresidon con valores de significacion
estadistica (alta expresion de CD44v en 69% de tumores con Ki67 elevado) (p=
0,000) (Tabla 26).

No se observaron diferencias en cuanto a expresion de CD44v en relacion con p53.
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Tabla 26. Expresion de CD44v y relacion con variables proliferativas y expresion de p53

Variables clinico- CD44v 210
patoldgicas (ny %) .
Mitosis x 10cga

<10 28/63 (44%) .
210 46174 (62%) 0.038
Ki67

< 30% 23/63 (36%) .

> 30% 51/74 (69%) 0,000
P53
<30 29/65 (45%) 0.09
> 30 43/72 (60%) '

b. Expresion de CD44 por tipos histolégicos: A semejanza de CD44, se observo una
expresion predominante de CD44v en CCE (42 casos positivos de un total de 45,
93%) (p= 0,000). En los ACA, CD44v fue positiva en 29/83 casos y en CCG en 3 de
9 casos (Figura 25).

100% s

80%
60%
40% 35% 33%
20%

0%
CCE ACA CCG

Figura 25. Diferencias en expresion elevada de CD44v por tipos histol6gicos (p= 0,000)

El andlisis por subgrupos histoloégicos no demostré diferencias de expresion de
CD44v en CCE en tumores queratinizantes versus no queratinizantes (p = ns).
Tampoco se observaron diferencias en expresion en relacion con el resto de
variables clinico-patolégicas (edad, sexo, tabaquismo, tamafio tumoral o estadio)
(Figura 26 y Tabla 27).
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Figura 26. Expresion de CD44v en CCE. Tincion de membrana. (A) TMA, 40x. (B) 100x. (C)
200x. (D) 400x

Tabla 27. Diferencias en expresion de CD44v por subtipos de CCE (p = ns)

Expresién elevada
Subtipo histologico P

(ny %)
CCE queratinizante 29/ 31 (94%)
CCE no queratinizante 13/14 (93%)

En los ACA, CD44v tampoco mostré asociacion con las diversas variables clinico-
patoldgicas ni con los subtipos morfoldgicos (p= ns). El analisis por subgrupos en
ACA mal diferenciados (patron sdlido), tampoco mostré diferencias estadisticamente

significativas (p = 0,7) (Figura 27 y Tabla 28).
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400x

Tabla 28. Expresién de CD44v en ACA de patron sélido (p=ns)

Expresion de CD44v

Positiva (210)

ACA patron solido

(ny %)
9/ 24 (38%)

Negativa («10)

20/59 (34%)

6.2.3 CD24: En parénquima pulmonar no tumoral, observamos expresiéon luminal en

los neumaocitos y negatividad en el epitelio bronquial (Figura 28).
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Figura 28. Expresion de
CD24 en parénquima
pulmonar no tumoral. (A)
y (B) expresion luminal
en neumocitos, 100x y
200x. < vy (D
Negatividad en epitelio
bronquial, TMA, 40x y
400x.




En areas tumorales se observaron 3 patrones de tincién para CD24: de membrana,
citoplasmatico, y luminal (Figura 29).

Figura 29. Expresion de CD24 en areas tumorales; se identificaron 3 diferentes patrones de
tincion. (A). Patron de membrana (200x). (B). Tincién citoplasmética (400x). (C). Patron de
tincion luminal (100x) y (D) (400x)

Del total de casos en que fue posible la valoracién (n=140), 76 (54%) fueron
negativos (CD24 < 10), sin diferencias significativas entre edad, sexo, tabaquismo,

tamafo y estadio (Tabla 29).

a. Variables proliferativas y expresiéon de CD24: No se observaron diferencias
significativas en cuanto a expresion de CD24 y numero de mitosis. Con Ki67,
tumores con menor indice proliferativo mostraron mayor expresion de CD24 (p=
0,04); de igual manera, la expresion de CD24 fue mas frecuentes en casos
negativos para p53 (Tabla 30).
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Tabla 29. Expresion de CD24 (210) en todos los tipos histolégicos y correlacion con
variables patolégicas

Variables clinico- CD24 210
patoldgicas (ny %) p
Edad
<60 15/30 (50%)
260 49/110(45%) ns
Sexo
Hombre 47/112 (42%)
Mujer 17/28 (61%) 0,075
Fumador
Si 55/126 (44%)
No 8/14 (57%) ns
Tamafo
<30 mm 30/65 (46%)
2 30 mm 41/75 (45%) ns
Estadio
IA 31/65 (48%)
IB 20/45 (44%)
ns
I 13/30 (43%)

Tabla 30. Expresién de CD24 y relacién con variables proliferativas y expresion de p53

Variables clinico- CD24 210
patoldgicas (ny %) p

Mitosis x 10cga

<10 32/64 (50%)
>10 32/76 (42%) ns
Ki67

< 30% 36/65 (55%)

> 30% 29/75 (38%) 0,04*
P53
<30 38/67 (57%)
> 30 28/73 (38%) 0,035*
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Expresion de CD24 por tipos histolégicos: Se observo una expresion predominante
de CD24 en ACA (expresion elevada en 48 de 84 casos, 57%) (p= 0,001) (Figura
30). En CCE la expresion elevada de CD24 se identific6 en 11/47 casos y en CCG

en 5 de 9 casos.

60%
50%
40%
56%
30%
20%
10%

0%

ACA CCG CCE

Figura 30. Diferencias en expresion elevada de CD24 por tipos histolégicos (p= 0,001)

En los ACA, CD24 no mostr6 asociacion con las diversas variables clinico-

patoldgicas ni con los subtipos morfologicos (p = ns) (Figura 31).

Figura 31. Expresion de CD24 en ACA. (A) y (B). Patron citoplasmatico y de membrana,
200x y 400x. (C) y (D) Patrén de expresion luminal, 200x y 400x.
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El andlisis por subgrupos en ACA mal diferenciados (patrén sélido), tampoco mostré

diferencias estadisticamente significativas (p = 0,4) (Tabla 31).

Tabla 31. Expresién de CD24 en ACA (p = ns)

_ _ CD24 elevada
Patron histolégico

(2 10%)
ACA sélido 12 / 24 (50%)
ACA no sdlido 36/60 (60%)

En el grupo de CCE, no se encontraron diferencias en cuanto a expresion de CD24
en tumores gueratinizantes versus no queratinizantes (p = 0,19) (Figura 32) (Tabla
32). Tampoco se observaron diferencias en expresion en relacion con el resto de

variables clinico-patolégicas (edad, sexo, tabaquismo, tamafio tumoral o estadio).
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Figura 32. Expresion de CD24 en CCE. (A) y (B) Expresion citoplasmética, 200x. (C) y (D)
Expresion de membrana. 200x y 400x
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Tabla 32. Diferencias en expresion de CD24 por subtipos de CCE (p = ns)

Expresion elevada
Subtipo histolégico

(n'y %)
CCE queratinizante 6 /33 (18%)
CCE no queratinizante 5/14 (36%)

6.2.4 ALDH1: En el parénquima pulmonar no tumoral, observamos tincion de

ALDHL1 con intensidad variable en el epitelio bronquial (Figura 33).
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Figura 33. Expresion de ALDH1 en parénquima pulmonar no tumoral. Positividad del
epitelio bronquial (A) 100x (B) 200x

En &reas tumorales, del total de casos en que fue posible valorar ALDH1 (n=138),
64% de los casos (88/138) fueron positivos (punto de corte 25%), sin diferencias

significativas entre edad, sexo, tabaquismo, tamafio tumoral y estadio (Tabla 33).
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Tabla 33. Expresion de ALDH1 en todos los tipos histolégicos y correlacion con variables
patolégicas

Variables clinico- ALDH1 25
patoldgicas (ny %) p
Edad
<60 20/30 (67%)
ns
260 68/108 (63%)
Sexo
Hombre 69/110 (63%)
ns
Mujer 19/28 (68%)
Fumador
Si 79/122 (65%)
ns
No 8/14 (57%)
Tamafo
<30 mm 41/64 (64%)
ns
=30 mm 47174 (64%)
Estadio
IA 41/64 (64%)
IB 24/44 (55%) ns

I 23/30 (77%)

a. Variables proliferativas y expresion de ALDH1: La expresion de ALDH1 demostré
ser significativamente superior en casos con incremento en la actividad proliferativa
(valorada tanto por HE, nimero de mitosis, como por IHQ, expresion de Ki67). No

hubo diferencias en relacion con la expresion de p53 (Tabla 34).
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Tabla 34. Expresion de ALDH1 y correlacion con variables proliferativas y expresion de p53

Variables proliferativas y ALDH1 25
expresion de p53 (ny %) p
Mitosis x 10cga
<10 33/62 (53%)
0,02*
210 55/66 (72%)
Ki67
< 30% 28/55 (51%)
0,001*
> 30% 52/66 (79%)
p53
<30 36/60 (60%)
ns
> 30 45/66 (68%)

b. Expresion de ALDH1 por tipos histologicos: los CCG mostraron mayor expresion
de ALDH1 (positiva en 7/9 casos, 79%), seguidos por los CCE en 77% (36/47
casos), siendo los ACA en los que se observd menos expresion de ALDH1 (55%,
45/82 casos) (Figura 34).
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Figura 34. Expresién de ALDH1 segun tipos histolégicos (p= 0,03)
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En el grupo de CCE, ALDH1 se expres6 de manera predominante en los tumores
gueratinizantes (p = 0,05) (Tabla 35), sin que se identificaran diferencias en
expresion en relacion con el resto de variables clinico-patolégicas (edad, sexo,

tabaquismo, tamafio tumoral o estadio) (Figura 35).

Tabla 35. Diferencias en expresion de ALDHL1 por subtipos de CCE (p = 0,05)

. : - Expresion elevada
Subtipo histolégico

(ny %)
CCE queratinizante 28/ 33 (85%)
CCE no queratinizante 8/14 (57%)

Figura 35. Expresion de ALDH1 en CCE. Expresion citoplasmatica (A) y (B) TMA 40x. (C) y
(D) 400x
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En los ACA, la expresién de ALDH1 (Figura 36) no mostré asociacion con las
diversas variables clinico-patoldgicas ni con los subtipos morfolégicos (p= ns). El
analisis por subgrupos en ACA mal diferenciados (patrén sélido) tampoco mostro
diferencias estadisticamente significativas (Tabla 36).

o
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Figura 36. Expresion de ALDH1 en ACA. Expresion citoplasmatica (A) TMA, 40x (B) 400x.
(C) ACA de patrén acinar, TMA 40x y (D) 400x

Tabla 36. Expresion de ALDH1 en ACA segun grado de diferenciacion (patron sélido versus
otros) (p=ns)

» ALDH1 elevada
Expresion de ALDH1

(25%)
ACA sdlido 12/ 24 (50%)
ACA no solido 33/58 (57%)
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6.2.5 Sox2: El analisis de la expresion de SOX2 en parénquima pulmonar no
tumoral mostré expresion en el epitelio bronquial, con negatividad en la celularidad
alveolar. En los casos tumorales, del total (n= 120) incluyendo los diferentes tipos
histologicos, 64% (77 casos) fueron negativos y 36% (43 casos) positivos (punto de
corte 210%) (Figura 37).

Se observo una diferencia significativa estadisticamente en cuanto a expresion por
sexos (positividad en 40/95 hombres -42%- en comparacion con 3/25 mujeres -
12%- p= 0,005). En relacion con antecedente de tabaquismo, la expresion de Sox2
fue valorada en 128 pacientes; los fumadores mostraron mayor frecuencia de
expresion (positivo en 42/105 (40%) casos versus 1/13 (8%) en no fumadores, p=
0,03). No hubo diferencias en cuanto a expresion en relacién con la edad, tamafio
tumoral o estadio tumoral (Tabla 37).
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Figura 37. Expresion nuclear de Sox2 en CCE (A) TMA, 40x. (B) 100x (C) 200x (D) 400x.
Notese la ausencia de expresion en neumocitos (C y D).
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Tabla 37. Expresion de Sox2 en todos los tipos histolégicos y correlacion con variables
patolégicas

Variables clinico-

patolégicas Sox2 210% D
Edad
<60 6127 (22%)
2 60 37/91 (40%) 0,09
Sexo
Hombre 40/95 (42%)
Mujer 3/25 (12%) 0,005
Fumador
Si 42/105 (40%)
No 1/13(8%) 0,030*
Tamaio
<30 mm 19/57 (33%)
= S 24/63 (38%) ns
Estadio
IA 14/57 (33%)
B 14/39 (36%)
. 10/24 (42%) ns

a. Variables proliferativas y expresion de Sox2: Sox2 fue positivo con mayor
frecuencia en tumores con elevado indice de proliferacién (Ki67) (35/61 casos con
Ki67 elevado -57%- fueron positivos, versus 8/53 casos -15%- con Ki67 bajo (p=
0,000) y con mayor numero de mitosis (p=0,000). También se observé una fuerte
asociacion entre positividad para SOX2 y expresion aumentada de p53 (p=0,0000)
(Tabla 38).
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Tabla 38. Expresion de Sox2 y correlacion con variables proliferativas y expresion
de p53

Variables proliferativas y SOX2
expresion de p53 > 10% >
Mitosis x 10cga

<10 9/55 (16%)
>10 34/65 (75%) 0,000
Ki67

< 30% 8/53 (15%)

2 30% 35/61 (57%) 0,000
P53

< 30% 10/58 (17%)

> 30% 33/62 (53%) 0,000

b. Expresion de Sox2 por tipos histolégicos: En cuanto a diferencias segun tipos
histolégicos (Figura 38), se observd predominancia de expresion en CCE (33/37
casos), seguidos por CCG (4/9 casos). S6lo 6/74 casos de ACA tuvieron expresion

elevada de Sox2.

100%
89%
80%
60%
44%
40%
20%
8%
0% I
CCE CCG ACA

Figura 38. Expresion elevada de Sox2 por tipos histolégicos (p= 0,000)

En el grupo de CCE, la expresion de Sox2 (Figura 39) no mostro diferencias entre
tumores queratinizantes versus no queratinizantes (p = 0,2) (Tabla 39), asi como
tampoco hubo diferencias en expresion en relacién con edad, sexo, tabaquismo,
tamafo y estadio. Si que se observd asociacion entre positividad para Sox2 y
actividad proliferativa alta con Ki67 (p=0,026) y expresion de p53 (p=0,038).
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Tabla 39. Diferencias en expresion de Sox2 por subtipos de CCE (p = 0,05)

: : . Expresion elevada
Subtipo histologico

(ny %)
CCE queratinizante 26/ 28 (96%)
CCE no queratinizante 719 (78%)
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Figura 39. Expresion nuclear de Sox2 en CCE. Ambos casos (panel superior e inferior),
corresponden a CCE bien diferenciados. (A) TMA, 40x. (B) 200x (C) TMA, 40x (D) 400x

En los ACA, la expresion de Sox2 no mostré asociacion con las diversas variables
clinico-patoldgicas ni con los subtipos morfolégicos (p = ns). El analisis por
subgrupos en ACA mal diferenciados (patron sélido), tampoco mostré diferencias

estadisticamente significativas (p = ns) (Tabla 40) (Figura 40).
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Tabla 40. Expresion de Sox2 en ACA segun subtipo histolégico

Subtipo histolégico SOX2 210
ACA solido 3/22 (14%)
ACA no sdélido 3/52 (6%)
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Figura 40. Expresion de Sox2 en ACA. (A) TMA, 40x. (B) 400x

6.2.6 CD133: El andlisis de la expresiéon de CD133 en parénquima pulmonar no
tumoral mostrd expresion de CD133 en epitelio bronquial, asi como en macréfagos
(Figura 41).

Figura 41. Expresion de CD133 en
epitelio bronquial y macréfagos
intraluminales (100x)

Del total de casos en que fue posible valorar CD133 (n= 138), 85 (61,6%) fueron
negativos y 53 (38,4%) positivos (punto de corte 210%). Se observo una diferencia
significativa estadisticamente en cuanto a expresion de CD133 por sexos
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(positividad en 16/27 mujeres — 59%- en comparacion con 11/37 hombres -33%- con
p=0,013).

En relacibn con antecedente de tabaquismo, los pacientes no fumadores
presentaron mayor porcentaje de positividad para CD133 (77% versus 34% en
fumadores) (p= 0,003). No hubo diferencias en cuanto a expresion en relacion con la

edad, tamafio tumoral o estadio tumoral (Tabla 41).

Tabla 41. Expresion de CD133 y correlacion con variables clinicas. * Tendencia a la
significacion. ** Diferencia estadisticamente significativa

Variables clinico-patolégicas CD133210 (ny %) p
Edad
<60 8/30 (26,7)
=60 45/108 (41,7) 0,084*
Sexo
Hombre 11/37 (33,3)
Mujer 16/27 (59,3) 0,013**
Fumador
Si 42/123 (34,1)
No 10/13 (76,9) 0,003**
Tamafio
<30 mm 23/53 (43,4)
= 30 mm 30/85 (35,3) ns
Estadio
IA 26/65 (40,0)
IB 15/44 (34,1)
I 12/29 (41,4) ns

a. Variables proliferativas y expresion de CD133: La expresion de CD133 demostrd
ser significativamente superior en casos con menor actividad proliferativa (valorada
tanto por HE, numero de mitosis, como por IHQ, expresion de Ki67). CD133 fue mas

frecuentemente positivo en casos negativos para p53 (Tabla 42).
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Tabla 42. Expresion de CD133 y relacion con variables proliferativas y p53. **

Variables proliferativas CD133 210 0
y p53 (ny %)
Mitosis x 10cga

<10 33/63 (52,4)
210 20/75 (26,7) 0,002**
Ki67

< 30% 32/56 (57,1)

> 30% 13/65 (20,0) 0,000**
P53

<30 29/59 (49,2)

230 19/65 (29,2) 0,023**

b. Expresion de CD133 por tipos histologicos: Mientras que algo mas de la mitad de
ACA fueron positivos (46/83) para CD133, so6lo una minoria de CCE expresaron

positividad para este marcador (5/46). De los 9 CCG, solo 2 expresaron CD133
(Figura 42).

100%

80%

60% 55%

40%
22%
200,/0 1 1 0/0
0% .
ACA CCG CCE

Figura 42. Expresion de CD133 por tipos histolégicos (p= 0,000)

En los ACA positivos para CD133 el patron de tincion observado fue citoplasméatico

difuso, mas intenso que en el epitelio bronquial (Figura 43).
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Figura 43. Patron de expresion de CD133 en ACA (A) TMA, 40x (B) ACA de tipo acinar
200x (C) Tincién citoplasmatica con refuerzo de membrana. Macréfagos luminales positivos,
400x (D) Patrén de tipo luminal, 400x

En los pocos CCE positivos para CD133 (5/46 casos), la expresion fue mas intensa,

de patron citoplasmatico con refuerzo de membrana (Figura 44).

Figura 44. Expresion de CD133 en CCE, patron citoplasmatico. (A) TMA, 40x. (B) 200x
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6.3 Analisis de correlacion entre variables

Para entender mejor las posibles relaciones entre los marcadores de células madre
estudiados se realiz6 un andlisis de correlacion de Spearman (test no paramétrico)
(Tabla 43).

Tabla 43. Resultados del andlisis de correlacion de Spearman

Marcadores R de Spearman p
CD44v — CD44 0,62 0,000
CD24 - CD44 -0,34 0,000
CD24 — CD44v -0,22 0,01
ALDH1 — CD44 0,015 ns

ALDH1 — CD44v 0,10 ns
ALDH1 — CD24 -0,87 ns
SOX2 — ALDH1 0,34 0,000
SOX2 - CD24 -0,38 0,000
SOX2 - CDh44 0,61 0,000
SOX2 — CD44v 0,57 0,000
ALDH1 — CD133 -0,049 ns
CD133 - CD44 -0,321 0,000
CD133 - CD44v -0,240 0,005
CD133 — SOX2 -0,419 0,000

CD44 y CD44v muestran una relacion directa, concordante con lo esperado al ser
isoformas de la misma proteina; CD24 y CD44 muestran una relacion lineal inversa,
al igual que CD24 / CD44v. Sox2 mostrd una relacién lineal con ALDH1 e inversa
con CD24.

En referencia a la expresion de los diversos marcadores de células madre y
variables proliferativas, se observo una relacion directa entre positividad para CD44,
CD44v, ALDH y Sox2 con la expresion elevada de Ki67 y p53 (Tabla 44).
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Tabla 44. Correlacion entre marcadores de células madre y variables proliferativas

Marcadores R de Spearman p
CD44 - Ki67 0,290 0,001
CD44v — Ki67 0,301 0,001
CD24 - Ki67 -0,274 0,002
ALDH1 - Ki67 0,220 0,014
SOX2- Ki67 0,407 0,000
CD133 - Ki67 -0,356 0,000
CD24 — p53 -0,102 0,26
CD44 — p53 0,272 0,003
CD44v — p53 0,203 0,027
ALDH1 — p53 0,114 0,21
SOX2-p53 0,384 0,000
CD133 —p53 -0,151 0,099

6.4 Andlisis de supervivencia

Se realiz6 analisis de supervivencia univariado, no paramétrico, mediante el método
de Kaplan Meier para cada uno de los marcadores IHQ. Para comparar la
distribucion de los resultados se usoé la prueba del logaritmo del rango (log rank). No
se realizdé andlisis en el grupo de carcinomas de célula grande debido al escaso

namero de casos (9 pacientes).

6.4.1 CD44: La expresion de CD44 no demostro relacion con la supervivencia global
(SG) (p= ns) ni con la supervivencia libre de enfermedad (SLE) (p= ns) en el
conjunto de tumores (todos los grupos histologicos). Al estratificar por tipos
histol6gicos tampoco se encontraron diferencias; en ACA, la diferencia en SG no fue
significativa, asi como tampoco la SLE (p= ns). La SLE en el grupo de CCE no fue

valorable debido al escaso niumero de casos de CCE negativos para CD44.
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6.4.2 CD44v: En el andlisis global, considerando todos los tipos histolégicos, la
expresion de CD44v no demostré relacion con la supervivencia global (SG) (p=
0,78) ni con la supervivencia libre de enfermedad (SLE) (p= 0,82).

El analisis por subgrupos mostré en los ACA una tendencia a peor SLE en relacion
con positividad para CD44v (91 meses versus 108 meses en los casos de baja
expresion) (p= ns) (Figura 45). No se observaron diferencias en cuanto a SG. En los

CCE y CCG no se identific ninguna relacion.

Adenocarcinoma (n=83)

0,89

CD44v negativo

0,65
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Figura 45. Curva de Kaplan-Meier de supervivencia libre de enfermedad segln expresion
de CD44v en ACA. Seguimiento en meses. (HR 1,748; IC 95% 0,861-3,549 p=0,11)

6.4.3 CD24: considerando todos los tipos histoldgicos, la expresion de CD24 no
demostré relacion con SG (p= 0,38). En cuanto a la SLE, los casos positivos
tuvieron tendencia a mayor supervivencia (p= 0,15) (Figura 46).

El analisis por subgrupos mostro en ACA una relacion directa entre positividad para
CD24 y mayor SLE (120 meses versus 78 meses en los casos negativos) (p= 0,021)
(Figura 47). No se observaron diferencias en SG. En CCE y CCG no se

identificaron diferencias en la SLE ni SG.
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Figura 46. Curva de Kaplan-Meier de supervivencia segun expresiéon de CD24 en todos los
tipos histolégicos (HR 0,65; IC 95% 0,357-1,184; p=0,15).
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Figura 47. Curva de Kaplan-Meier de supervivencia libre de enfermedad segun expresion
de CD24 en ACA. Seguimiento en meses. (HR 0,447; IC 95% 0,221-0,908; p=0,022).
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6.4.4 ALDH1: Analisis de supervivencia realizado en 138 casos. Considerando todos
los tipos histoldgicos, la positividad para ALDH1 se relacion6 con una tendencia a
mayor SG (104 meses versus casos negativos, 91 meses. HR 0,673; IC 95% 0,411-
1,102; p=0,11). La diferencia fue significativa en cuanto a SLE; los casos de tumores
positivos para ALDH1 tuvieron mejor prondstico (SLE=117 meses) que los negativos
(SLE= 97 meses) (HR 0,550; IC 95% 0,313-0,995; p=0,044) (Figura 48).

Carcinoma pulmonar NCP (todos los tipos, n=138)
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Figura 48. Curva de Kaplan-Meier de supervivencia libre de enfermedad segln expresion
de ALDH1 en todos los grupos histolégicos (HR 0,550; IC 95% 0,313-0,995; p=0,044).

Al separar por tipos histologicos, los ACA (n= 82) no mostraron diferencias
significativas en cuanto a expresion de ALDH1 y supervivencia global (100 meses
en casos positivos para ALDH1 versus 90 meses en casos negativos; p= ns). La
SLE tampoco mostro diferencias significativas en este grupo (106 meses para ACA

positivos versus 95 meses para los negativos para ALDH1; p= ns).
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En el grupo de CCE (n= 47), la tendencia fue a mayor SG en los casos con mayor
expresion de ALDH1 (106 meses versus 77 meses. HR 0,554; IC 95% 0,226-1,359;
p= 0,19). La SLE fue de 129 meses en los casos positivos versus 92 meses en los

negativos (p=0,21).

6.4.5 Sox2: Andlisis de supervivencia realizado en 120 casos. No se observaron
diferencias en SG en los casos positivos respecto a los negativos (p= 0,9). En
cuanto a la SLE, los casos positivos para SOX2 mostraron una tendencia hacia
mayor SLE (122 meses versus 103 meses en casos negativos. HR 1,88; IC 95%
0,921-3,834; p= 0,077) (Figura 49). El analisis de supervivencia por tipos
histolégicos no mostro diferencias significativas.
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Figura 49. Curva de Kaplan-Meier de supervivencia libre de enfermedad segun expresion

de SOX2 en todos los grupos histolégicos (HR 1,88; IC 95% 0,921-3,834; p= 0,077).

6.4.6 CD133: Analisis de supervivencia realizado en 138 casos. No se observo una
diferencia significativa en SG en los casos positivos respecto a los negativos. En

cuanto a SLE, la positividad para CD133 se relacioné con una tendencia a peor
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comportamiento (117 meses en casos nhegativos versus 100 meses en casos
positivos, p=0,07). El analisis de supervivencia por tipos histolégicos no mostro

diferencias significativas.

6.4.7 Andlisis de Supervivencia y relacion CD44 / CD24: Se exploro la relacion entre
CD44v /| CD24 en el grupo de ACA debido a:

- Resultados del andlisis univariado que sefialan a CD24 como variable asociada a
mejor SLE en ACA (p= 0,021) y a CD44v como variable con tendencia a peor
prondstico en este mismo grupo histolégico (p= 0,11).

- Correlacion inversa observada entre CD44v y CD24 (p=0,01).

- Publicaciones previas en la literatura que sefialan una posible asociacién entre

estos marcadores (91, 92).

El grupo total de ACA (n= 83 casos) fue categorizado en grupos, segun las
diferentes combinaciones de resultados de expresion CD44v/CD24. Debido a que la
SLE habia demostrado previamente asociacion con la expresion de CD24 vy
tendencia a la asociacion con expresion de CD44v, se seleccion6 como medida de

resultado para el andlisis de supervivencia (Tabla 45):

Tabla 45. ACA (n =83) agrupados segun expresion de CD44v y CD24 y SLE (p=0,017)

SLE
Grupo CD44v CD24 Grupo prondostico n
(meses)
) N Negativo /
1 Negativo Positivo N 32 115
Positivo”
) _ “Negativo /
2 Negativo Negativo . 22 93
Negativo”
“Positivo /
3 Positivo Positivo N 16 116
Positivo”
N _ “Positivo /
4 Positivo Negativo 13 55

Negativo”
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Se concluye que el grupo 1 (CD44vNEG / CD24POS) y el grupo 3 (CD44vPOS /

CD24POS), muestran SLE cercanas (115 y 116 meses, respectivamente) y por lo

tanto es posible agruparlos para el analisis (48 casos con SLE de 120 meses). Este
grupo lo denominamos “Pronéstico favorable” (color blanco en la tabla 45). El grupo
2 fue denominado como “Pronéstico intermedio” (color amarillo en tabla 45) y el 4

como “Pronéstico desfavorable” (color rojo en tabla 45) (Tabla 46 y Figura 50).

Tabla 46. Grupos de riesgo combinando CD44v y CD24 (p =0,007).

Grupo N SLE (meses)
Favorable 48 120
Intermedio 22 93

Desfavorable 13 55

Adenocarcinoma (n=83)

1,071
0,87 CD24 positivo
O
1]
0
o
E 06
g
g CD24 neg/CD44v neg
S
g o4
£
&
CD24 neg/CD44v pos
0,2
Log rank p=0,007
0,0

1 T 1 1 T 1T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 16&
meses

Figura 50. Curva de Kaplan-Meier de supervivencia libre de enfermedad en ACA: CD24+
versus CD24-/CD44v- versus CD24-/CD44v+. Seguimiento en meses.
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Estratificando en dos grupos (desfavorable versus favorable e intermedio) se
observaron diferencias también significativas, con una SLE en el grupo desfavorable
de 55 meses (IC 95% 25-84) versus 115 meses (IC 95% 99-131) en el grupo de
riesgo favorable / intermedio (p=0,002) (HR 3,145; IC 95% 1,442-6,858; p=0,002)
(Figura 51).

Adenocarcinoma (n=83)

1,0

0,8
Riesgo bajo y medio (n=70)

0,64

0,44

SV libre de enfermedad

Riesgo alto (n=13)
0,2

Log rank p=0,002
0,0

T | T T T T T T T T T | T T T
0 12 24 36 48 60 72 B4 96 108 120 132 144 156 168
meses

Figura 51. Curva de Kaplan-Meier de supervivencia libre de enfermedad en ACA: grupo de
riesgo bajo y medio versus grupo desfavorable. Seguimiento en meses.

No hubo diferencias significativas en la distribucion del perfil prondstico desfavorable
(CD44 POS /| CD24 NEG) en relacién con el grado de diferenciacién de ACA (bien

diferenciados versus mal diferenciados) (p= 0,36).

6.4.8 Analisis de Supervivencia y relacion con otras variables: El estudio de
supervivencia libre de enfermedad y global con otras variables clinicas y patolégicas
(tabaquismo, edad, sexo, tamafio tumoral, tabaquismo, tipo histolégico, grado,
proliferacion celular) no mostré diferencias significativas, por lo que no fue posible

realizar un andlisis multivariado con los resultados.
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El estudio de biomarcadores en CPCNP en la ultima década se ha centrado en la
identificacion de moléculas con capacidad prondstica y predictiva que permitan
estratificar mejor los pacientes y sirvan como guia en las decisiones terapéuticas,
concepto al que hace referencia la medicina de precision (108). Es asi como la
identificacion de marcadores de células madre ha constituido un importante foco de
atencion en investigacion oncologica reciente (64, 72).

Si la hipétesis de las CMCs demuestra ser correcta, la valoracion de la expresion de
marcadores de células madre en tumores en estadios tempranos podria predecir el
riesgo de recurrencia tras tratamiento quirdrgico.

El uso de técnicas IHQ esta totalmente incorporado en la practica rutinaria en los
servicios de Anatomia Patoldgica, y la posibilidad de valorar marcadores de células
madre mediante IHQ es una fortaleza adicional que afiade valor a los estudios en
este campo.

Estudiamos una serie de 140 casos de CPCNP, con seguimiento medio de 69
meses; nuestra cohorte mostré caracteristicas demogréficas superponibles a las
reportadas en Espafia en casos similares: pacientes mayoritariamente fumadores,
en la séptima década de la vida y predominio de sexo masculino (ratio hombre :
mujer de 4).

La homogeneidad de los casos incluidos (estadios iniciales, ausencia de
compromiso ganglionar y de neoadyuvancia), asi como el amplio seguimiento,
constituyen algunas de las fortalezas de nuestra serie.

La distribucién por tipos histolégicos se ajusta a los porcentajes descritos en la
literatura, con predominio de ACA. El porcentaje de casos clasificados como
CPCNP “NOS”, basados en H&E, fue de 18%; tras el uso de técnicas de IHQ, la

cifra se redujo a 6,4%.

7.1 Expresion de CD44 y CD44v

Inicialmente descrita como proteina con funciones de receptor de hialuronato, CD44
ha demostrado poseer caracteristicas de stem cell en neoplasias pulmonares (77).
El estudio de las isoformas de CD44 se ha centrado en dos variantes: CD44s (forma
estandar) y CD44v, que participan en procesos de migracion celular, adhesion de
linfocitos al endotelio (“homing”) y tumorogénesis (84).
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Se propone que CD44v6 es la principal isoforma involucrada en la invasion,
progresion y metastasis tumoral (78); mediante la activacion de la via de PI3K/Akty
MAPK, CD44v participa en procesos de regulacion de la matriz extracelular,
promueve la movilidad de la célula e inhibe apotosis.

La expresion de CD44 y CD44v que observamos en parénquima pulmonar no
tumoral es concordante con la reportada por otros (70, 75). ldentificamos expresion
de membrana, tanto de CD44 como de su isoforma CD44v, en células basales
bronquiales y en menor grado en neumocitos.

La distribucion de expresion de CD44 y CD44v observada en nuestra serie es
similar a la reportada en la literatura (43% del total de casos positivos para CD44 y
54% para CD44v) sin relacion con variables como género, edad, tamafio tumoral o
estadio (70).

7.1.1 Expresion de CD44 e isoformas y distribucién por tipos histologicos: La
literatura reporta mayor expresion de CD44 y sus isoformas en tumores de
histologia escamosa (70, 75, 109), datos concordantes con nuestros hallazgos (92%
y 93% de CCE con positividad alta para CD44 y CD44v6, respectivamente, p=
0,000, resultados presentados por nuestro grupo con anterioridad, a manera de
poéster, Congreso Anual de la USCAP 2014, San Diego).

En el caso de ACA la situacion es diferente, siendo menor el porcentaje de casos
positivos tanto para CD44 como para CD44v (19% y 35% respectivamente en
nuestra serie, datos concordantes con la literatura) (70).

Debido a que los neumocitos tipo Il expresan CD44v6, cabria esperar que el
subgrupo de adenocarcinomas con patrén predominantemente lepidico tuviesen
mayor expresion. Sin embargo, los estudios no han confirmado este supuesto (70) y

tampoco lo observamos en nuestra cohorte.

7.1.2 Expresion de CD44 e isoformas y relaciébn con supervivencia: En el caso de
CD44, no identificamos ninguna relacion entre su expresion y SG o SLE. Al
respecto, estudios anteriores no son concluyentes con los resultados y mientras que
algunos trabajos establecen que su elevacion condiciona un peor pronéstico (74),
otros concluyen que es un marcador asociado a mayor supervencia (84). Sin

embargo, la heterogeneidad de los estudios limita las conclusiones (Tabla 47).
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Tabla 47. Estudios incluidos en meta-andlisis de CD44, realizados en tejido incluido en
parafina con valoraciéon mediante IHQ (84).

Autor n Estadio . Tlgo : Ac Método Corte  Asociaciones
histologico
Clarke 29 -1l ACA 3G12 Score >2 Menor SV
ACA 96 Clon Intensidad ACA: mayor
Leung 123 NE 156- (cultivos NE SV
CCE 27 3C11  celulares) CCE:NS
Sterlacci 123 -1V CCE Ventana  Mediana Mediana Mayor SV

CPCNP: Cancer de pulmén de célula no pequefia. NE: No Especificado. NS: no significativo. %:
Porcentaje. I: Intensidad. CD44s: isoforma estandar

Los estudios con isoformas de CD44 tampoco son concluyentes (Tabla 48). Una
cohorte estudiada en 2010, de 190 pacientes con CPCNP estadio I, con tratamiento
quirdrgico con intencién curativa y sin tratamiento adyuvante, no encontré ninguna
relacion entre expresion de CD44v6 y supervivencia en el grupo global de CPCNP
(70), de manera similar a nuestros hallazgos, que no identificaron relacién entre

expresion de CD44v y SG o SLE.
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Tabla 48..Estudios incluidos en dos meta-andlisis de isoformas de CD44 y relacion con
supervivencia. Todos los estudios incluidos contaban con valoracion mediante IHQ
(modificado de 78, 84).ND: No Disponible. Neoady: Neoadyuvancia.

Ref n Estadio . Tlp,o. Método Corte Asociacion
histologico
. ACA 43
0 .
frata, 98 59 cceE2s  Pdecel 5006 Menor SV
CD44v6 positivas
Otros 1
ACA: 21
FUkUSG, 99 ) % de cél .
CDA4VE 34 ND CCE:12 ) Civas >20%  Mayor SVINS
Otros: 1
. - -
Takanami-00 164 1 ACA  decel 106 Menor SVINS
CD44s positivas
Nguyen 00 ACA: 51 NUm cél
CDadve 106 ND CCE:33 | ivas >200C€l  Menor sV
Otros: 22
Ramasami, 00 % de cél .
CDadve 120 K ACA positivas  “10%  Mayor SVINS
Hua, 04 ACA: 29 % de cél .
comve 2 P cadBg |\ pEaRE 1R g Mo oY
Lin, 04 ACA:19 9% de cél .
CD44v6 S CCE: 24  positivas > 10% Menor SV
Ping, 05 ACA: 21 % de cél .
coaae 2 V' ccE:a1 posivas  710%  MenorSV
Score %*I
%: 0, 1(1-
10%), 2 chre
Situ,10 ACA:60  (11-25%),  Bajo
CD44v6 190 ' CCE: 71 3 (26- (0-12).  Mayor SVINS
Otros: 59 50%), 4 Alto
5 >75%)
I: 0-3
Score %*| Expre_smn
%: 0, 1 (1- S predorcn:lcngnte
Ko-11 ACA 82 10)’ 2 (11_ . core en
CDa4 159 I-111 CCE 77 50), 3 Bajo (0-3). ACA: Menor
> ’ Alto (4-9) SV. Met GL,
(>50) q
I 0-3 grado
’ CCE: NS
sun. 13 ACA: 55 Nigz‘z‘)t;"’:
’ 159 -l CCE: 102 %: —e Menor SV
CD44v6 Positivo:
Otros: 2 220

Mayor SV/NS: estudios que asocian una alta expresion de CD44v6 con mayor supervivencia o bien
con resultados no significativos.
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Al separar por grupos histolégicos, en los CCE los resultados son contradictorios.
Algunas series sefialan que el aumento de expresion de CD44v6 es un marcador
independiente de mejor prondstico (p = 0,029) (70), mientras que otros autores
como Ko, 2011 (109), en su serie de 159 casos de CPCNP, estadios I-Ill sin
neoadyuvancia previa, no observan ninguna relacion. En nuestra serie no se
identifico relacion entre expresion de CD44v y SG o SLE en los CCE.

En el grupo de ACA, aunque algunos sefialan una ausencia de relacion (70), la
informacion de un meta-analisis publicado en 2014 (78) restringido a CD44v6,
sefiala que su sobreexpresion es un factor de mal prondstico en pacientes con
CPCNP. Los estudios incluian pacientes en estadios | a IV y casos con
neoadyuvancia. Concluyen que la sobreexpresion de CD44v6 se relaciona con
menor supervivencia y destacan que casos con baja expresion se suelen presentar
con ausencia de metéastasis ganglionares, generando interés de este marcador en
relacion con la estadificacion.

En este mismo sentido, estudios previos (109) reportan elevacion de CD44s en
relacion con metéstasis ganglionares en ACA (p=0,021). Nuestros resultados son
concordantes con este trabajo, observando en los ACA una tendencia a peor SLE
en relacion con expresion alta de CD44v (91 meses versus 108 meses en los casos

de baja expresion, p=0,11).

7.2 Expresiéon de CD24

Gracias a su anclaje de fosfatidil-inositol, CD24 se une a la superficie celular,
actuando como molécula de adhesion y participando en procesos de interaccion
celular (110). Cumple un importante papel en la maduracion de linfocitos, el
desarrollo neuronal, la sefalizacion intracelular y la regulacién inmune (111). Se
plantea que células CD24 positivas se unen de manera mas efectiva a plaquetas y
células endoteliales activas (110).

Trabajos previos describen elevacion de CD24 en tumores de mama, vejiga, colon,
pancreas y proéstata; su sobreexpresion condiciona mayor agresividad y peor
prondstico (Figura 52). Recientemente se ha evidenciado como en carcinomas
hepatocelulares, de colon y de pancreas, hay poblaciones de células iniciadoras
tumorales CD24(+) con capacidad de auto-renovacion, diferenciacion y metastasis
(112).
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Figura 52. Expresion de CD24 (mediante IHQ) en carcinoma de vejiga: (A) 1+ Expresion
débil. (B) 3+ Expresion difusa intensa. (C) Relacion de expresion de CD24 y supervivencia
(meses). Tomado de Thomas et al (112).

La expresion de CD24 en parénquima pulmonar no tumoral varia segun los
estudios; algunos autores como Kristiansen (113) sefialan que CD24 muestra
expresion de membrana en los neumocitos, mientras que el epitelio bronquial es
negativo; estudios posteriores sefialan expresion en la membrana apical del epitelio
bronquial, asi como patrén circunferencial de membrana en los neumocitos (86). En
nuestra serie identificamos expresion luminal en los neumocitos y negatividad en el
epitelio bronquial.

Las divergencias en cuanto a expresion de CD24 estan condicionadas por
diferencias intrinsecas a los anticuerpos disponibles. En algunos estudios (86, 113)
emplean SN3b, anticuerpo monoclonal que se une a una estructura de glicanos
presente en la superficie de CD24, y utilizado en el presente trabajo. Otros (110)
utlizan SWAL11, con diferente sitio de unién a la proteina; los resultados de la Unica
serie publicada con este anticuerpo no muestran expresiéon de CD24 en la superficie
alveolar en parénquima pulmonar sano, mientras que en el epitelio bronquial
sefialan expresion intensa en el borde apical.

En pulmén tumoral no hay disponibles estudios suficientes que permitan extrapolar
los hallazgos anteriormente descritos para neoplasias en otros érganos.

La positividad global en CPCNP varia entre 34% (110) a 76% de casos (113); en
nuestro estudio fue de 54%, sin diferencias notables segun el anticuerpo empleado
(Tabla 49).
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Hay concordancia también en identificar mayor expresion citoplasmatica /
circunferencial de membrana de CD24 en pulmon neoplasico que en parénquima
sano. Los casos positivos presentaban alguno de los 3 patrones de tincion
(citoplasmética / membrana / luminal) sin que se observaran diferencias en relacion

con los patrones.

Tabla 49. Expresién de CD24 (citoplasmica y de membrana).

Casos Ao
_ o e positivos
Referencia Ac, clon y diluciéon positivos B
(global) (expresion
elevada)
Kristiansen (2003)
Ab-2, clon 24C02 (1:100) 76% 61%
(113)
Lee (2010) (86) Ab-2, clon SN3b (1:100) 71% 39%
Majores (2015) SWA11 (1:100) 34% NE*
(110) Ab-2, clon SN3b (1:50) 21% NE*
Toro (2017) Ab-2, clon SN3b (1:100) 54% 57%

Ac: Anticuerpo * El estudio no especifica punto de corte para “expresion elevada”. Valora
expresion de CD24 en términos de porcentaje de intensidad, considerando de manera
separada positividad citoplasmética y de membrana.

7.2.1 Expresion de CD24 vy distribucion por tipos histolégicos: En consonancia con
otros estudios observamos mayor numero de casos positivos para CD24 en ACA
(48 de 84 casos, 57%) (p= 0,001). Estos resultados concuerdan con hallazgos
previos propios (resultados preliminares presentados a manera de poster en
Congreso Anual de la USCAP 2014, San Diego) y de otros, que también sefialan
mayor expresion de CD24 en adenocarcinomas (versus carcinomas de células
escamosas) en rangos que varian de 61% (serie de Kristiansen en 2003) (113) a
39% (serie de Lee en 2010) (86).

7.2.2 Expresion de CD24 y relacion con supervivencia: La informacion concerniente

a sobreexpresion de CD24 y su papel como marcador prondstico independiente es

heterogénea. Si bien en otros o6rganos como el ovario, lo estudios son mas

127



consistentes en sefialar una asociacion entre la mayor expresion de CD24 con peor
supervivencia, en el pulmon los resultados son variables.

En 2003 Kristiansen en un estudio que incluye pacientes en estadios I-Il y Il postuld
una asociacion con menor supervivencia en relacion con alta expresion de CD24 en
pacientes con CPCNP (113). En su estudio, la expresion citoplasmatica de CD24 en
ACA fue un factor pronéstico independiente de SG, sin relacion con tamafio tumoral,
compromiso ganglionar o estadio (113).

El mismo grupo, en 2015, con un anticuerpo diferente de CD24 (SWA11), no
observa la misma relaciéon (110).

Resultados de un segundo grupo (86) en 2010 encontraron en el andlisis de
subgrupos histoldgicos, relacion entre aumento de expresion de CD24 y peor
supervivencia en ACA. El anticuerpo empleado fue Ab-2, clon SN3b.

Los resultados en nuestra serie son parcialmente consistentes con los estudios
publicados; si bien en ACA observamos mayor expresion de CD24, encontramos
una relaciéon significativa entre el aumento de expresion y mayor SLE (120 meses
versus 78 meses en los casos de baja expresion) (p= 0,021). Existen multiples
diferencias metodoldgicas en los estudios publicados que condicionan los resultados
y que incluyen los diferentes anticuerpos empleados, diferentes diluciones, inclusién
de casos heterogéneos con pacientes en estadios avanzados y casos con
metastasis ganglionares (Tabla 50).

Los estudios que han relacionado positividad de CD24 con peor supervivencia
explican sus hallazgos, al menos en parte, a la capacidad de CD24 de actuar como
ligando de P-selectina, receptor de adhesion que se expresa en células endoteliales
y plaguetas. Esta unién potenciaria la capacidad de inducciéon metastasica de CD24;
sin embargo, no se ha demostrado una asociacion entre estadio ganglionar y
expresion de CD24.

En nuestra serie, la exclusion de pacientes con metastasis ganglionares no permite

analizar tal relacion, y es un posible condicionante de los resultados observados.
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Tabla 50. CD24 y relacion con supervivencia: estudios con valoracion mediante IHQ y

principales caracteristicas.

Autor i6
n Estadio Método Corte Al expresion de .CD24
(afio) y Supervivencia
Kristiansen 89 Intensidad . .
(113) (ACA: 49 Il _ (expresion Bajo (0-1) Ac: SN3b
citoplasmaticay  Alto (2-3) ACA: menor SG
CCE: 40) de membrana)
Porcentaje:
267 0, 1: £10%
Lee  (ACA: 165 e Bajo 0-1 Ac: SN3b
-1V 2: 11%-49% Alto 2-3
: : Menor y
(84) CCE: 88 3 550 (>10%) ACA: M SGySLE
>
Otros: 14) _ _
No intensidad.
-Intensidad
_%?(?rzeslirgrr: SC\jNAll: (bsélo (;Xpresién
. 4 e membrana), mayor
137 citoplasmética
Majores py de Bajo (0_1) SG en tOdOS IOS CPCNP.
(ACA: 102 [-111 . .
(110) membrana Alto (2-3) No diferencias por
CCE: 35) TEA AW S subgrupos histoldgicos
diferentes: SN3b: No relacion
SWAlly
SN3b
140
Toro (ACA: 84 . Ac: SN3b
I-11 (NO) Porcentaje 10%
(2017) CCE: 47 ACA: mayor SG
CCG:9)

Ac: Anticuerpos. CPCNP: Carcinoma pulmonar de célula no pequefia. NS: no significativo

7.3 Expresion de ALDH1

La enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH) pertenece a una familia de enzimas

detoxificantes cuya funcién es convertir aldehidos en su correspondiente acido

carboxilico. Se ha establecido que diversas isoformas de ALDH juegan un papel en

la biologia de las células madre, entre las cuales resalta ALDH1, que es la mas

extensamente estudiada (89).
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En el parénquima pulmonar no tumoral, observamos tincion de ALDH1 con
intensidad variable en el epitelio bronquial, de acuerdo a lo descrito previamente
(71, 95). La positividad de ALDH1 para todos los CPCNP fue de 64% (tincion
citoplasmatica).

7.3.1 Expresién de ALDH1 vy distribucion por tipos histologicos: observamos una
mayor expresion de ALDH1 en CCE (77% positivos), lo cual es concordante con
estudios previos (93, 95). Del total de casos de CCE, ALDH1 se expres6 de manera

predominante en los tumores queratinizantes (p = 0,05).

7.3.2 Expresion de ALDH1 y relaciéon con supervivencia: Los primeros estudios
sobre ALDH1 se hicieron empleando técnicas de aldefltor y fluorescencia en
cultivos celulares, con resultados diversos. Algunos (84), sefialan que la mayor
expresion estad relacionada con resistencia a agentes de quimioterapia y
comportamiento mas agresivo, mientras que otros han relacionado la positividad
para ALDH1 con mayor supervivencia (114).

Datos anteriores obtenidos por nuestro grupo (presentados en formato de pdster,
XXVII Congreso Nacional de la SEAP, 2015) sefialaban una tendencia de menor
supervivencia en casos de expresion negativa o baja (58%) versus casos positivos
con valores altos (72%) (p=0,19).

El andlisis de la serie actual confirma esta tendencia, mostrando mayor SG en los
casos positivos. La SLE observada muestra diferencias significativas entre casos
positivos (SLE=117 meses) versus negativos (SLE= 97 meses) (p= 0,044) (Tabla
51).

El andlisis de supervivencia en ACA en nuestra serie no mostré relacion con la
expresion de ALDHL1. En los CCE hubo una tendencia a mejor prénostico (mayor
SG y SLE) en los casos positivos, si bien sin significancion estadistica. Otros grupos
han observado en ACA mayor SG en los casos positivos (114).
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Tabla 51. ALDH1 y relacién con supervivencia: estudios con valoracion mediante IHQ y

principales caracteristicas.

Alta expresion de

Autor _ 5
. n Estadio Método Corte ALDH1ly
(afio) Supervivencia

59 Porcentaje e ) 0 .
Jiang 2009 (ACA. 30 intensidad Neg- i1_0t/° Y  Correlacién con
- hen ! (0-3: ninguna o mayor grado
(84) CCE: 25 ove. moi s Pos:»10% 2- histolégico y
CCG: 4) intensa) ’ 3int. estadio (p<«0,05)
Porcentaje e ) o
, 30 intensidad Neg: 51.0 %oy
Con QT (0-3: ninguna, . 100 O = 0.042
(71) previa B leve, moderada, Posé):n? % 2 (P )
intensa) '
Porcentaje e . o SG: menor
Alamgeer 205 intensidad Neg_. ﬂr?t/o Y (p=0,017)y SLE
2013 (ACA: 121 | (0-3: ninguna, , o' (p=0,025)
(95) CCE: 84) Ieve_, moderada, Posé):n(z/" i ACA: menor SG
intensa) ' (p= 0,004%)
Shimada Porc,entaje de SG: mavor
2014 103ACA IV Cg'sqan 5% -may
expresion = 0,002*
(114) citoplasmatica p )
140 SG: tendencia (NS)
Toro (ACA: 84 , a mayor SG
[-11 (NO) Porcentaje 5% ,
(2017) CCE: 47 SLE: mayor
CCG: 9) (p=0,044%).

Ac: Anticuerpos. Céls: Células. CPCNP: Céancer de pulmoén de célula no pequefia. Int: Intensidad.
Neg: Negativo. NS: no significativo. Pos: Positivo. QT: Quimioterapia.

Los estudios difieren en cuanto a a criterios de inclusion (heterogeneidad en tipos
histoldgicos, algunos sin especificar, estadios), anticuerpos empleados, dilucion y
punto de corte, asi como a tipo de muestras analizadas, material de citologia en

algunos (84), secciones completas en otros o TMAs (Tabla 52).
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Tabla 52. Anticuerpos anti ALDH1 empleados reportados en los diversos estudios

3 Ac, clony o, Casa Casos positivos
Referencia o Dilucién :
dilucion comercial (global)
Global: 17/59 (29%)
Jiang 2009 ALDHL Santa Cruz ACA: 8/30 (27%)
84) monoclonal NE Biotechnolo
conejo aqy CCE: 8/25 (32%)
CCG: ¥ (25%)
Shien 2012 ALDH1 Global: 30/50 (60%)
(71) monoclonal 1:400 Abcam ACA: 13/20 (65%)
Cconejo CCE: 5/10 (50%)
Alamgeer ALDH1A1, clon BD
20139(95)’ 44 AL’D 1:200 Transduction 141/205 (69%)
Laboratories
. ALDH1A1
Shlm(aldlj)2014 Monoclonal, NE Abcam 68 (66%)
conejo. Clon NE
Global: 88/138 (64%)
e CCG: 7/9 (79%)
: 0
Toro, 2017 Moacisnal, 1:100 Abcam
conejo. Clon EP CCE: 36/47 (77%)
1933Y

ACA: 45/82 (55%)

ACA: Adenocarcinoma. CCE: Carcinoma de células escamosas. CCG: Carcinoma de célula
grande. NE: No especificado.

La considerable variablidad en la metodologia de los estudios disponibles
condiciona la comparacién con nuestros resultados; si bien existe evidencia que
favorece el papel de ALDH1 como marcador asociado a mejor pronéstico (58), de
manera similar a lo encontrado por nuestro grupo, hay también resultados que
sefalan lo contrario. Es necesario validar nuestros hallazgos en el contexto de

estudios con criterios de inclusibn homogéneos y metodologia comparable.

7.4 Expresién de Sox2

Esta proteina de expresion nuclear cumple un papel central en la auto-renovacion,
diferenciacion y reprogramacion de células madre (115). En parénquima pulmonar
no neoplasico, Sox2 se expresa en el epitelio bronquial normal, incluyendo células
basales (116l) y estructuras alveolares bronquiolizadas y lesiones premalignas,

precursoras de CCE (hiperplasia, displasia y carcinoma in-situ) (117). La expresion

132



es menor en bronquiolos terminales y ausente en células alveolares e hiperplasia
adenomatosa atipica.

En pulmén tumoral, los estudios sefialan un amplio rango de positividad, que en
nuestra serie fue de 36% (43/120 casos), con predominio en hombres (40/95
hombres -42%- en comparacion con 3/25 mujeres — 12%- p= 0,005) y fumadores
(positivo en 42/105 (40%) casos versus 1/13 (8%) en no fumadores, p= 0,03).
Diferencias metodoldgicas condicionan la comparacion, al contar con diversos
puntos de corte y definiciones de positividad. Autores como Ying (115) en 2016,
encontraron positividad de 77% en su serie de 127 pacientes, si bien incluian como

positivo cualquier tipo de intensidad y porcentaje (Tabla 53).

Tabla 53. Anticuerpos anti Sox2 empleados reportados en los diversos estudios

Casos positivos
Referencia AC.’ clqp Y Dilucion  Casa comercial .
dilucion (global)
Anti Sox2,
Sh?!’é?” conejo, 1:500 B.Nlows | ACA: 50%
policlonal lologicass
Wilbertz Anti Sox2 No reportado (mayor
2011 11é AF2018 cabra, 1:40 R&D Systems expresion en CCE; p=
(118) policlonal 0,001)
Brcic 2012 Anti Sox2 clon . Cell Signaling 0
(97) D6D9 1:100 Technology 52/14 (79%)
_ Global: 53 (42%)
Y'”(gl’lé())lﬁ ab97959 1:500 Abcam ACA: 12 (27%)
CCE: 25 (56%)
Global: 43/120 (36%)
CCE: 33/37 (89%)
Toro, 2017 NB-110-37235 1:250 Novus

CCG: 4/9 (44%)
ACA: 6/74 (8%)

ACA: Adenocarcinoma. CCE: Carcinoma de células escamosas. CCG: Carcinoma de célula
grande. NE: No especificado.
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7.4.1 Expresion de Sox2 y distribucion por tipos histoldgicos: Nuestros hallazgos
sefialan predominio de expresion en CCE (33/37 casos) (p= 0,000), y en relacion
con antecedentes de tabaquismo (p= 0,03).

La mayor positividad de Sox2 en CCE en comparacion con ACA ha sido descrita
previamente (115, 116, 119). Se ha identificado a SOX2 como un oncogén
amplificado en carcinomas escamosos de esofago y pulmoén (116).

En CPCNP, aproximadamente 90% de CCE y 20% de ACA presentan ganancias de
namero de copias en la region 3926, punto de localizacibn de SOX2 (119). El
proyecto del Atlas Gendmico del Cancer (The Cancer Genome Atlas) ha descrito
extensamente los perfiles moleculares de ACA y CCE pulmonares, y con base a su
analisis sistematico se proponen subtipos gendmicos de CPCNP (29). En el caso de
CCE, la presencia de mayor numero de copias y expresion de Sox2, subdivide estos
carcinomas en subgrupos con diferencias moleculares claves intrinsecas a su

biologia.

7.4.2 Expresion de Sox2 y relacion con supervivencia: Heterogeneidad en pacientes
incluidos en los diferentes estudios, diversos métodos de valoracion empleados, y
diferencias en puntos de corte. Lo anterior genera resultados heterogéneos y
dificiles de comparar (Tabla 54). Algunos estudios realizados tanto con técnicas de
inmunofluorescencia (96) como de IHQ sefialan que la positividad para Sox2 en los
CCE se relaciona con mayor supervivencia (p=0,001) (115).

Considerando todos los tipos histolégicos, en nuestra serie no se observaron
diferencias en cuanto a SG; la SLE mostr6 una tendencia (p= 0,08) a mejor
prondstico en los casos positivos para Sox2. El andlisis de supervivencia en los
CCE no mostr6 diferencias en la supervivencia.

Si el impacto pronostico de Sox2 guarda relacion con el tipo histolégico es una
pregunta aun por responder. Algunos autores plantean que la expresion de Sox2 en
CCE a nivel de proteina, asi como su amplificacion, se asocian con mejor prondéstico
(97, 119, 120). Otros estudios afirman que el valor pronéstico de este oncogén es

independiente del tipo histologico (29, 96).

134



Tabla 54. Sox2 y relacion con supervivencia: estudios con valoracion mediante IHQ y
principales caracteristicas.

Positividad de

AuNtor n Estadio Método Corte SOX2y
(g Supervivencia
Porcentaje
0 = ausencia de

tincion ACA: Menor SG
Sh01”126010 104 ACA | 1+ = 5% 5% (p =0,004) y SLE
(116) 2+ =5-25% (p = 0,0006)
3+ =26-50%
4+ =5 50%
ACA: No relacién
CCE: Mayor SG
Wilbertz 891 Intensidad (p: 0,036) en
2011 (ACA: 575 -1V (valoracion No reportado analisis univariado.
(118) CCE: 316) digital) No relacion en
analisis
multivariado
Global: mayor SG
& cic 2012 147 ,(IP? 0,48) en .
2012 (acA:77 1A Porcentaje 2% | MLEE =° Tnvanado.
97) CCE: 70 No relacién en
1 70) andlisis
multivariado
Score:
de 0 a 4. 1-4 = Pos +
5-7 = Pos ++
) Porcentaje: >8 = Pos Global: Mayor
Y"E? 125(;16 127 111l 0 (<5%) . supervivencia a 5
1 (6-25%) afios (p=0,001)
2 (26-50%) “Alto”:
3 (51-75%) ++/+++
4 (76-100%) “Bajo”: Neg /
Pos +
Toro (ACA:84 I . . .
2017 CCE: 47 (NO) Porcentaje 10% SLE: mayqr. .
CCG: 9 (p=0,08). Andlisis
:9) univariado.

Ac: Anticuerpos. Céls: Células. CPCNP: Cancer de pulmon de célula no pequefia. Int:
Intensidad. Neg: Negativo. NS: no significativo. Pos: Positivo. QT: Quimioterapia
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7.5 Expresion de CD133

CD133 es producto de un anico gen localizado en el cromosoma 4 (121). Células
CD133+ difieren biolégicamente de aquellas negativas en cuanto a resistencia a
guimioterapia (siendo mas resistentes las células positivas) y con peor prondstico en
tumores solidos (122).

En pulmodn, es posible identificar mediante IHQ tincion de tipo citoplasmatico para
CD133 en epitelio bronquial y macréfagos intraluminales, tal como demostramos en
nuestras observaciones. La positividad en CPCNP es variable, segun anticuerpos y
puntos de corte usados, con rangos entre 15% (punto de corte de 10%, casos en
estadios tempranos) (128) a 63% (punto de corte 20%, incluyendo estadios
avanzados) (129). En nuestra serie, la positividad observada, el 38%, se sitla en un

punto intermedio.

7.5.1 Expresion de CD133 y distribucion por tipos histoldgicos: La literatura no es
concluyente respecto a la expresion de CD133 en relacion con pardmetros clinico-
patolégicos, como muestran Wu et al en los resultados de un meta-analisis
publicado en 2014 (102); nosotros identificamos mayor nimero de casos positivos
entre los ACA (46/83) mientras que soOlo una minoria de CCE y CCG expresaron
positividad para este marcador. También observamos una clara prevalencia de
expresion en relacibn con habito tabaquico (77% de pacientes fumadores con
positividad para CD133) (p= 0,003).

El estudio de la cohorte publicado por Alamgeer en 2013 (95) incluyd 205 pacientes
con CPCNP estadio I, con un seguimiento minimo de 18 meses, y mostro
asociacion entre la expresion de CD133 e histologia de adenocarcinoma (p=0.001),
mas prevalente incluso entre el grupo de tumores en estadio 1A (p=0.023). Otro
meta-analisis publicado en 2014 (123) no encontré una relacion concluyente entre
expresion de CD133 y estadio tumoral y/o tipo histolégico (Tabla 55). En este
trabajo se incluyeron estudios que valoraron la expresiéon de CD133 mediante IHQ,
en un grupo heterogéneo de CPCNP, sin uniformidad en estadios clinicos y con

diversos puntos de corte.
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Tabla 55. Meta-andlisis del significado clinico-patologico de CD133. Caracteristicas y

metodologia de estudios incluidos (123)

Primer i ) )
Afo Tipo histolégico Método Punto de corte n
autor
Shien 2012 CPCNP IHQ Tincion >1% 30
Bertolini 2009 CPCNP IHQ Tincién intensa 58
Salnikov 2010 CPCNP IHQ Cualquier tincion 88
Li 2011 CPCNP IHQ Tincion >1% 145

Expresién difusa
o tincion clara en
Herpel 2011 CPCNP IHQ al menos 1 de 4 86

muestras (cores)

por caso

Xu 2011 CPCNP IHQ Cualquier tincibn 103

Wei 2008 CPCNP IHQ Tincién >10% 77

_ Tumores L
Li 2011 | IHQ Tincion >10% 90
neuroendocrinos
Tumores I

Yao 2010 IHQ Tincién >10% 42

pulmonares
_ Carcinomas o

Lin 2009 IHQ Cualquier tincién 54
escamosos

Gu 2010 CPCNP IHQ Tincion >10% 44

Cheng 2010 CPCNP IHQ Tincion >10% 65

Sun 2012 CPCNP IHQ Cualquier tincion 67

Se ha sugerido una relacion entre CD133 y ALDH1, al existir cierto solapamiento
entre las variables que cada marcador identifica. Alamgeer (95) estudido la
coexpresion de ALDH1 y CD133 en CPCNP en estadios tempranos, encontrando

gue la co-expresion se asocia con un mayor riesgo de recaida.
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Nuestros resultados no confirman estos hallazgos (grado de correlacion entre
ALDH1/CD133 de -0,049; p=ns) y la evidencia que los respalda tampoco es

concluyente (92).

7.5.2 Expresion de CD133 y relacion con supervivencia: Nuestros resultados
sefialan una tendencia a peor prondstico (menor SLE) en casos positivos para
CD133 (todos los tipos histolégicos) (p= 0,08; resultados presentados a manera de
poster, XXVIII Congreso Nacional de la SEAP, Anexo Il), confirmando
observaciones previas (95).

Si bien la mayoria de estudios sefiala el papel de CD133 como biomarcador
condicionante de peor prondstico, no hay consenso sobre su valor predictivo en el
analisis por subgrupos histolégicos. Algunos autores (101) le dan valor en ACA
como marcador independiente de mal prondstico, al tiempo que existe evidencia en
el sentido contrario (ausencia de relacion) (92). En nuestra serie el analisis de
supervivencia por tipos histolégicos no mostro diferencias significativas.

La dificultad en lograr resultados mas concluyentes esta relacionada con el uso de
diferentes anticuerpos y clones de CD133, que reconocen diferentes dominios de la
proteina (100, 124). Se plantea también la posibilidad de que el estado de
glicosilacion de CD133 condicione la capacidad de reconocimiento de los diversos

clones empleados, modificando su sensibilidad.

7.6 Correlacion entre expresion simultdnea de marcadores

La utilidad de marcadores aislados como predictores prondsticos no esta definida.
En la Tabla 56 presentamos el resumen de nuestras observaciones sobre la
relacion de cada marcador IHQ estudiado y su asociacion con supervivencia.

Se observa que la positividad de CD24 en ACA se asocia con mejor pronostico; en
el mismo grupo histologico (ACA), la positividad para CD44v muestra (sin valores
significativos) una tendencia a peor pronéstico. En el caso de ALDH1, su positividad

se asocio a una mayor SLE en el conjunto de CPCNP.
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Tabla 56. Marcadores de células madre estudiados y asociacion con supervivencia. En rojo
se sefiala el tipo histologico en que cada marcador se expresa predominantemente (29, 70,
74,75, 78, 84, 86, 93, 95, 96, 109, 110, 113-116, 119)

Todos los tipos

X L. CCE ACA
histologicos
Marcador
SG SLE SG SLE SG SLE
CD44 NS NS NS NS NS NS
CD44v NS NS NS NS NS Menor
(tendencia)
Mayor Mayor
Ch24 NS (tendencia) NS NS NS p=0,021*
Mayor Mayor Mayor
ALDH1 (tendencia) p=0,044* (tendencia) N NS NS
SOX2 NS Mayor NS NS NS NS
(tendencia)
CD133 NS Vg o] NS NS NS NS

(tendencia)

CCE: Carcinoma de Células Escamosas. ACA: Adenocarcinoma. SG: Supervivencia global.
SLE: Supervivencia libre de enfermedad. NS: No significante

Previamente se ha sefialado que la combinacién de marcadores (CD44-CD44v /
CD24 o CD44 | ALDH1) estratificaria mejor el conjunto de CPCNP que cada
proteina por separado (89, 93). En este contexto, la coexpresion de CD44 / CD24 ha
recibido especial atencién (65, 125, 126). El fenotipo CD44" / CD24  define
poblaciones de células madre especificas en carcinomas de mama, préstata y
pancreas.

En el pulmén, en 2014, Sterlacci et al (65) demostraron que, si bien al considerar
ACA y CCE conjuntamente, el fenotipo CD44" / CD24™ no sefialaba diferencias en
SG, el analisis por separado de acuerdo a la histologia, evidenciaba que los ACA
con fenotipo CD44" / CD24™ tenian peor SG.
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Seleccionamos estudiar de manera conjunta CD24 y CD44v debido a que CD24
mostro efecto como factor protector en SLE en el grupo de ACA (p= 0,022). En este
mismo grupo, CD44v mostré tendencia (p= 0,11) a comportarse como factor
asociado a mal pronéstico. Ambas observaciones son ademas concordantes con la
literatura y en nuestro analisis de correlacion de variables exhibieron una relacion
inversa (Rho = -0,22; p= 0,01; resultados enviados para presentacion oral, 29th
European Congress of Pathology, Anexo ).

Construimos asi tres grupos de riesgo que estratifican los ACA y permiten
diferenciar casos con prondéstico favorable, intermedio y desfavorable. Cuando
CD24 es positiva, con independencia de la expresion o no de CD44v, el prondstico
en cuanto a SLE, es mejor (p= 0,006).

Cuando CD24 es negativa, la expresibn de CD44V actia como predictor: su
negatividad condiciona un prondstico intermedio, mientras que cuando CD44v es

positiva, el prondstico es desfavorable (Tabla 57).

Tabla 57. Grupos de riesgo en ACA combinando CD44v y CD24 (p =0,006).

Expresion de

CD44v | CD24 Grape N SLE (meses)
ngg\:: :/_ Favorable 48 120
%%424;1\{:_- Intermedio 22 03
CCDS;Z:: + Desfavorable 13 55

Tenemos entonces que el fenotipo CD24 / CD44 define en los ACA tres grupos con

pronéstico diferente en cuanto a SLE:

1) Favorable: CD44v POSNEC y cp24
NEG

POS

NEG

2) Intermedio: CD44v y CD24

POS NEG

3) Desfavorable: CD44v y CD24
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El carecer de marcadores relacionados con prondstico en estadios tempranos de
CPCNP no permite la validacion de nuestras conclusiones en el andlisis
multivariado.

Nuestros conclusiones son coherentes con observaciones de otros grupos que han

encontrado baja expresion de células CD44 POS 1 cp24 € en tejido normal, en
comparacién con tejido tumoral (125). Otros también han identificado el fenotipo

cb44 7°% 1 cp24 M€ como factor de riesgo asociado a peor SG en tumores

sélidos como mama (64, 82), pancreas (76), y de manera mas reciente, en CCE de
cabezay cuello (125).

En el pulmdn no hay estudios similares para comparar nuestros hallazgos. La serie
de Sterlacci, publicada en 2014 (65) analizé informacion de 371 casos (215 ACA 'y
POS | ~poy NEG

POS

123 CCE) estadios I-IV. Encontré que los ACA CD44

NEG

tenian una

SG significativamente inferior que los CD44 | CD24 . No reportan el uso de

CD44v.

7.7 Limitaciones

Algunos factores condicionan nuestros resultados. El primero es debido a que se
trata de un estudio retrospectivo por lo que sus conclusiones deben interpretarse en
este contexto.

Una segunda limitacién se relaciona con el empleo de TMAs que no son el método
diagndstico estandar y que pueden estimar de manera inadecuada la
heterogeneidad tumoral; la obtencion de dos cilindros por caso de areas diferentes
ha intentado minimizar esta limitacion. Adicionalmente, la aplicacién de criterios
rigurosos de inclusioén condicioné el numero final de pacientes incluidos en nuestra
serie. Lo anterior indica que los resultados obtenidos deberan ser validados en una
serie mas amplia, lo que seria objetivo de desarrollo en un nuevo proyecto dentro de
la linea de investigacion.

Debemos considerar también las limitaciones propias a la técnica aplicada, ya que
no existen procedimientos inmunohistoquimicos estandarizados con los anticuerpos
utilizados en lo referente a diluciones, sistemas de visualizacion o recuperacion
antigénica. También hay subjetividad en la interpretacion de los resultados al no
disponerse de definiciones claras de positividad y negatividad. Empleamos una
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valoracion cuantitativa, que en conjunto con un método semicuantitativo con la
construccion de un score, son los mas empleados para analizar biomarcadores
(127). Esta estrategia es sin embargo, subjetiva y puede condicionar variabilidad
inter-observador y podria ser una de las razones de las discrepancias observadas
en la literatura.

El andlisis de nuestros resultados estan limitados también por la significativa
heterogeneidad de la literatura disponible, que analiza amplios grupos de pacientes
en diversos estadios, y con técnicas variables. Los anticuerpos empleados por los
diferentes grupos de trabajo difieren no solo en cuanto a su origen, sino que
tampoco hay consenso sobre dilucion y punto de corte.

Es evidente que es necesario continuar los trabajos que permitan clarificar el papel
de los marcadores de CMCs, y de manera especial, de acuerdo a nuestros
resultados, de la combinacion CD44-CD44v /| CD24 en la progresion tumoral y
conocer sus diversas funciones dependientes de cada 6rgano, para eventualmente
traducir nuestros hallazgos en la identificacion de biomarcadores de relevancia

clinica.
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8. CONCLUSIONES
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. La aplicacion de técnicas de inmunohistoquimica como p40 y TTF1 permitio la
reclasificacion del 64% de los casos inicialmente diagnosticados como CPCNP
tipo no especial y CCG.

. Los 6 marcadores de células madre estudiados se expresaron de manera amplia
en el grupo de CPCNP en estadios iniciales (en un rango entre 36%, Sox2 y 64%,
ALDHZ1). El nivel de correlacion entre todos los marcadores fue moderado, pero
estadisticamente significativo.

. Sox2 se expres6é mayoritariamente en hombres y en pacientes fumadores. CD133
fue mas frecuente en fumadores. Los demas marcadores no demostraron una
relacion significativa con las variables clinicas.

. CD44 y CD44v se expresaron predominantemente en CCE, con un patrén de
tincion de membrana. Por el contrario CD24 se expres6 mas frecuentemente en
ACA, con tres diferentes patrones de tincion: de membrana, citoplasmatico y
luminal.

. ALDH1 se expres6 en la mayoria de CCG y CCE, mientras que la mitad de ACA
fueron positivos para este marcador. El patron de expresion fue citoplasmaético.

. Sox2 fue positivo, con patron nuclear, en la mayoria de CCE. Por el contrario,
CD133 fue positivo en 55% de los ACA y negativo en la mayoria de CCE y CCG,
con patron de tincion citoplasmatico.

. En relacién con marcadores de proliferacion celular se observdé un moderado
nivel de correlacion positiva entre los valores de Ki67 y la expresion de Sox-2,
ALDH1, CD44 y CD44v y de correlacién negativa con CD24 y CD133.

. La expresion de CD24 se relaciond, en ACA pulmonares en estadios iniciales,
con mayor supervivencia libre de enfermedad.

. El estudio inmunohistoquimico combinado de CD44v y CD24 en ACA de pulmén
en pacientes intervenidos en estadios iniciales permitié su estratificacion en tres

grupos con diferente prondstico en cuanto a supervivencia libre de enfermedad.

145



UNIVERSITA
Miguel
Herndandez




?. REFERENCIAS



UNIVERSITA
Miguel
Herndandez




. Las cifras del cancer en Espafia 2016. SEOM [Internet]. Disponible en:
http://www.seom.org/en/prensa/el-cancer-en-espanyacom/105460-el-cancer-en-

espana-2016.
. Instituto Nacional de Estadistica [Internet]. Disponible en: http://www.ine.es/

. Malvezzi M, Bosetti C, Rosso T, Bertuccio P, Chatenoud L, Levi F, et al. Lung
cancer mortality in European men: trends and predictions. Lung Cancer.
2013;80:138-45.

. Bosetti, Malvezzi M, Rosso T, Bertuccio P, Gallus S, Chatenoud L, et al. Lung
cancer mortality in European women: trends and predictions. Lung Cancer.
2012;78:171-8.

. Isla D, Majem M, Vifiolas N, Artal A, Blasco A, Felip E. A consensus statement
on the gender perspective in lung cancer. Clin Transl Oncol. 2016. Published
ahead of print. DOI 10.1007/s12094-016-1578-X.

. Printz C. Lung cancer new leading cause of death for women in developed
countries. Cancer. 2015;121:1911-1912. DOI: 10.1002/cncr.28995.

Allemani C, Weir HK, Carreira H, Harewood R, Spika D, Wang X. Global
surveillance of cancer survival 1995-2009: analysis of individual data for 25 676
887 patients from 279 population-based registries in 67 countries (CONCORD-2).
Lancet. 2015;385:977-1010.

. Organizacion  Mundial de la Salud [Internet].  Disponible en:

http://www.who.int/cancer/about/facts/es/

. World Cancer Research World International [Internet]. Disponible en:

http://www.wcrf.orqg/

10.Rajer M, Zwitter M, Rajer B. Pollution in the working place and social status: co-

factors in lung cancer carcinogenesis. Lung Cancer. 2014;85:346-50. DOI:
10.1016/j.lungcan.2014.06.012.

11.Johnson AM, Hines RB, Johnson JA, Bayakly AR. Treatment and survival

disparities in lung cancer: the effect of social environment and place of residence.
Lung Cancer. 2014;83:401-7.

12.Yang J, Zhu YH, Chen YS, Ding LL, Kensler TW, Chen JG. Lung Cancer in a

149


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23434350
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22999082
http://www.who.int/cancer/about/facts/es/
http://www.wcrf.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24999084
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24491311

Rural Area of China: Rapid Rise in Incidence and Poor Improvement in Survival.
Asian Pac J Cancer Prev. 2015;16:7295-302.

13.0kamoto T, Suzuki Y, Fujishita T, Kitahara H, Shimamatsu S, Kohno M, et al.
The prognostic impact of the amount of tobacco smoking in non-small cell lung
cancer--differences between adenocarcinoma and squamous cell carcinoma.
Lung Cancer. 2014,;85:125-30.

14.National Cancer Institute [Internet]. Disponible en: www.cancer.gov

15.Pikor L, Ramnarinea V, Lam S, Lam W. Genetic alterations defining NSCLC
subtypes and their therapeutic implications. Lung Cancer. 2013;82:179-189.

16.Geisinger K. Moreira AL, Nicholson AG, Rami-Porta R, Travis W.D. Tumours of
the lung. En: Travis WD, Brambilla E., Burke A, Marx A, Nicholson A (Eds.): Who
Classification of Tumours of Lung, Pleural, Thymus and Heart. 4th edition. Lyon:
IARC Press; 2015. p 10-151.

17.Rami-Porta R, Asamura H, Travis W, Rusch V. Lung Cancer. Major Changes in
the American Joint Committee on Cancer Eighth Edition Cancer Staging. 2017;67
:138-155.

18. Liu X, Cho W. Precision medicine in immune checkpoint blockade therapy for
non-small cell lung cancer. Clin Trans Med. 2017;6:7. DOI 10.1186/s40169-017-
0136-7

19.Cheng L, Alexander R, MacLennan G, Cummings O, Montironi R, L6pez-Beltran
A et al. Molecular pathology of lung cancer: key to personalized medicine. Mod
Pathol. 2012: 347-3609.

20.Simon G, Silvestre G. You just can’t call it lung cancer anymore. J Thor Oncol.
2011;6:239-240.

21.Travis W, Brambilla E, Noguchi M, Nicholson A, Geisinger K, Yatabe Y et al.
Internacional Association for the Study of Lung Cancer/American Thoracic
Society/ European Respiratory Society Internacional Multidisciplinary
Classification of Lung Adenocarcinoma. J Thor Oncol. 2011;6: 244-285.

22.Travis W.D, Brambilla E., Muller-Hermelink H.K., Harris C.C. (Eds.): World Health
Organization Classification of Tumours. Pathology and Genetics of Tumours of
the Lung, Pleura, Thymus and Heart (3" edition). IARC Press: Lyon 2004,

150


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26514527
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Okamoto%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24976334
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Suzuki%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24976334
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fujishita%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24976334
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kitahara%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24976334
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shimamatsu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24976334
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kohno%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24976334
http://www.cancer.gov/

23.Yoshizawa A, Motoi N, Riely G, Sima C, Gerald W, Kris M. Impact of proposed
IASLC/ATS/ERS classification of lung adenocarcinoma: prognostic subgroups
and implications for further revision of staging based on analysis of 514 stage |
cases. Mod Pathol. 2011;24:653-64.

24.Ho C, Tong KM, Ramsden K, lonescu DN, Laskin J. Histologic classification of
non-small-cell lung cancer over time: reducing the rates of not-otherwise-
specified. Curr Oncol. 2015;22:e164-70. DOI: 10.3747/c0.22.2339.

25.Micke P, Mattsson JS, Djureinovic D, Nodin B, Jirstrom K, Tran L. The Impact of
the Fourth Edition of the WHO Classification of Lung Tumours on Histological
Classification of Resected Pulmonary NSCCs. J Thor Oncol. 2016;11:862-872.

26.Veldore VH, Patil S, Satheesh CT, Shashidhara HP, Tejaswi R, Prabhudesai SA,
et al. Genomic profiling in a homogeneous molecular subtype of non-small cell
lung cancer: An effort to explore new drug targets. Indian J Cancer 2015;52:243-
8.

27.Bernicker E. Biomarker Testing in Non—Small Cell Lung Cancer: A Clinician’s
Perspective. Arch Pathol Lab Med. 2015;139:448-450.

28.Shames D, Wistuba I. The evolving genomic classification of lung cancer. J
Pathol. 2014;232:121-133. DOI: 10.1002/path.4275

29.Chen F, Zhang Y, Rodriguez J, Behrens C, Akbani R, Lu Y et al. Multiplatform-
based molecular subtypes of non-small-cell lung cancer. Oncogene. 2017;
36:1384-1393. DOI:10.1038/0nc.2016.303.

30.Rekhtman N, Tafe L, Chaft J, Wang L, Arcila M, Colanta A et al. Distinct profile of
driver mutations and clinical features in immunomarker-defined subsets of

pulmonary large-cell carcinoma. Mod Pathol. 2013;26:511-522.

31.Woo T, Okudela K, Yazawa T, Wada N, Ogawa N, Ishiwa N, et al. Prognostic
value of KRAS mutations and Ki-67 expression in stage | lung adenocarcinomas.
Lung Cancer. 2009;65:355-62.

32.YuY, Liu H, Zheng S, Ding Z, Chen Z, Jin W, Wang L, et al. Gender susceptibility
for cigarette smoking-attributable lung cancer: a systematic review and meta-
analysis. Lung Cancer. 2014,;85:351-60. DOI: 10.1016/j

151


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25064415
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25064415
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25064415

33.Chapman AM, Sun KY, Ruestow P, Cowan DM, Madl AK. Lung cancer mutation
profile of EGFR, ALK, and KRAS: Meta-analysis and comparison of never and
ever smokers. Lung Cancer. 2016;102:122-134. DOI:
10.1016/j.lungcan.2016.10.010.

34.Lynch TJ, Bell DW, Sordella R, et al. Activating mutations in the epidermal growth
factor receptor underlying responsiveness of non-small-cell lung cancer to
gefitinib. N Engl J Med. 2004;350:2129-2139.

35.Herbst RS, Heymach JV, Lippman SM. Lung cancer. N Engl J Med
2008;359:1367-80.

36.Dacic S, Shuai Y, Yousem S, Ohori P, Nikiforova M. Clinicopathological
predictors of EGFR/KRAS mutational status in primary lung adenocarcinomas.
Mod Pathol. 2010;23:159-168.

37. Han W, Du Y. Recent Development of the Second and Third Generation
Irreversible EGFR Inhibitors. Chem Biodivers. 2017 (Published ahead of print).
doi: 10.1002/cbdv.201600372.

38. Lopez-Rios F, de Castro J, Concha A, Garrido P, Gbmez-Roman J, Isla D, et al.
Actualizacién de las recomendaciones para la determinacion de biomarcadores
en el carcinoma de pulmén avanzado de célula no pequefia. Consenso Nacional
de la Sociedad Espafiola de Anatomia Patoldgica y de la Sociedad Espafiola de
Oncologia Médica. Rev Esp Patol. 2015;48:80-9. DOI:
10.1016/j.patol.2014.10.005

39.Kerr KM, Lopez-Rios F. Precision medicine in NSCLC and pathology: how does
ALK fit in the pathway? Ann Oncol. 2016; Suppl 3:iiil6-iii24. DOI:
10.1093/annonc/mdw302

40.Conde E, Suéarez-Gauthier A, Benito A, Garrido P, Garcia-Campelo R, Biscuola
M et al. Accurate Identification of ALK Positive Lung Carcinoma Patients: Novel
FDA-Cleared Automated Fluorescence In Situ Hybridization Scanning System
and Ultrasensitive Immunohistochemistry. PLoS ONE. 2014; 9:e107200.
DOI:10.1371/ journal.pone.0107200.

152



41.Yoshida A, Tsuta K, Wakai S, Arai Y, Asamura H, Shibata T, et al.
Immunohistochemical detection of ROS1 is useful for identifying ROS1

rearrangements in lung cancers. Mod Pathol. 2014; 27:711-720.

42.Reungwetwattana T, Liang Y, Zhu V, Ou SI. The race to target MET exon 14
skipping alterations in non-small cell lung cancer: The Why, the How, the Who,
the Unknown, and the Inevitable. Lung Cancer. 2017;103:27-37. DOI:
10.1016/j.lungcan.2016.11.011

43.Koh J, Go H, Keam B, Kim M-Y, Nam SJ, Kim TM, et al. Clinicopathologic
analysis of programmed cell death-1 and programmed cell death-ligand 1 and 2
expressions in pulmonary adenocarcinoma: comparison with histology and driver
oncogenic alteration status. Mod Pathol. 2015;28:1154-1166.

44 .Herbst RS, Baas P, Kim DW, Felip E, Pérez-Gracia JL, Han JY et al.
Pembrolizumab versus docetaxel for previously treated, PD-L1-positive,
advanced non-small-cell lung cancer (KEYNOTE-010): a randomised controlled
trial. Lancet. 2016;387:1540-50.

45.Rittmeyer A, Barlesi F, Waterkamp D, Park K, Ciardiello F, von Pawel J.
Atezolizumab versus docetaxel in patients with previously treated non-small-cell
lung cancer (OAK): a phase 3,open-label, multicentre randomised controlled trial.
Lancet. 2016. Publicado on-line: diciembre 12 2016.
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-6736(16)32517-X

46.Jones K. D. Un update on Lung Cancer Staging. Adv Anat Pathol. 2010;17:33-
37.

47.Solan M., Werner-Wasik M. Prognostic factors in Non-small cell Lung Cancer.
Semn Surg Oncol. 2003;21:64-73.

48.Kadota K, Suzuki K, Kachala S, Zabor E, Sima C, Moreira A et al. A grading
system combining architectural features and mitotic count predicts recurrence in
stage | lung adenocarcinoma. Mod Pathol. 2012;25:1117-1127.

49.Barletta J.A., Yeap BY, Chirieac LR. Prognostic significance of grading in lung
adenocarcinoma. Cancer. 2010;116:659-669.

153


http://dx.doi.org/10.1016/S0140-6736(16)32517-X
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yeap%20BY%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chirieac%20LR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Cancer.');

50.Ferreira LM, Reis MM, Palomino SA, Farhat C, Takagaki TY et al. Prognostic
Values of Stromal Proportion and PCNA, Ki-67, and p53 Proteins in Patients with
Resected Adenocarcinoma of the Lung. Mod Pathol 2000;13:511-520.

51.Warth A, Cortis J, Soltermann A, Meister M, Budczies J, Stenzinger A, et al.
Tumour cell proliferation (Ki-67) in non-small cell lung cancer: a critical

reappraisal of its prognostic role. Bri J Cancer. 2014;111:1222-1229.

52.Martin B, Paesmans M, Mascaux C, Berghmans T, Lothaire P, Meert A-P, et al.
Ki-67 expression and patients survival in lung cancer: systematic review of the
literature with meta-analysis. B J Cancer. 2004;91, 2018-2025.

53.Meert A-P, Martin B, Verdebout J-M, Paesmans M, Berghmans T, Ninane V.
Correlation of different markers (p53, EGF-R, c-erbB-2, Ki-67) expression in the
diagnostic biopsies and the corresponding resected tumors in non-small cell lung
cancer. Lung Cancer, 2004;44:295—301.

54.Wen S, Zhou W, Li CM, Hu J, Hu XM, Chen P. Ki-67 as a prognostic marker in
early-stage non-small cell lung cancer in Asian patients: a meta-analysis of
published studies involving 32 studies. BMC Cancer. 2015;15:520. DOI:
10.1186/s12885-015-1524-2

55.Burrell RA, McGranahan N, Bartek J, Swanton C. The causes and consequences
of genetic heterogeneity in cancer evolution. Nature. 2013;501:338-45. DOI:
10.1038/nature12625

56.McGranahan N, Swanton C. Biological and therapeutic impact of intratumor
heterogeneity in cancer evolution. Cancer Cell. 2015;27:15-26. DOI:
10.1016/j.ccell.2014.12.001

57.Bjerkvig R, Tysnes BB, Aboody KS, Najbauer J., Terzis AJ. The origin of the
cancer stem cell: current controversies and new insights. Nat Rev Cancer.
2005;5:899-904.

58.De Bruin E, McGranahan N, Swanton C. Analysis of intratumor heterogeneity
unravels lung cancer evolution. Mol Cell Oncol. 2015;2:€985549.

59.Cirkel GA, Gadellaa-van Hooijdonk CG, Koudijs MJ, Willems SM, Voest EE..
Tumor heterogeneity and personalized cancer medicine: are we being
outnumbered? Future Oncol. 2014;10:417-28. DOI: 10.2217/fon.13.214

154


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26174366
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McGranahan%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24048066
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bartek%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24048066
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Swanton%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24048066
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24048066
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Swanton%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25584892
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25584892
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cirkel%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24559448
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Koudijs%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24559448
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Voest%20EE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24559448

60.Wang P, Gao Q, Suo Z, Munthe E, Solberg S, Ma L, et al. Identification and
Characterization of Cells with Cancer Stem Cell Properties in Human Primary
Lung Cancer Cell Lines. PLoS ONE. 2013 8(3):e57020.
DOI:10.1371/journal.pone.0057020

61.Kreso A, Dick J. Evolution of the cancer stem cell model. Cell Stem Cell. 2014;
4:275-291.

62.Chaffer, CL et al. Poised chromatin at the ZEB1 promoter enables breast cancer
cell plasticity and enhaces tumorigenicity. Cell. 2013;154:1-7.

63. Skidan I, Steiniger SCJ. In vivo models for cancer stem cell research: a practical
guide for frequently used animal models and available biomarkers. Journal of

physiology and pharmacology. 2014;65:157-169.

64.Visvader J, Lindeman G. Cancer stem cells in solid tumours: accumulating

evidence and unresolved questions. Nature Reviews. 2008;8:755-768.

65. Sterlacci W, Savic S, Fiegl M, Obermann E, Tzankov A. Putative stem cell

markers in non-small cell lung cancer. J Thor Oncol. 2014;9:41-49.

66.Alamgeer M, Peacock C, Matsui W, Ganju V, Watkins N. Cancer stem cells in
lung cancer: Evidence and controversies. Respirology. 2013;18:757—-764 DOI:
10.1111/resp.12094.

67.-Sourisseau T, Hassan K, Wistuba |, Penault-Llorca F, Adam J, Deutsch E, et al.
Lung Cancer Stem Cell: Fancy Conceptual Model of Tumor Biology or
Cornerstone of a Forthcoming Therapeutic Breakthrough? J Thorac Oncol.
2014;9:7-17.

68.MacDonagh LG, Finn SP, Cuffe S, Barr MP. Cancer stem cells in drug resistant
lung cancer: Targeting cell surface markers and signaling pathways. Pharmacol
Ther. 2016;158:71-90.

69.Moreira A, Gonen M, Rehtman N, Downey R. Progenitor stem cell marker

expression by pulmonary carcinomas. Mod Path. 2010;23:889-895.

70.Situ D, Long H, Lin P, Zhu Z, Wang J, Zhang X et al. Expression and prognostic
relevance of CD44v6 in stage | non-small cell lung carcinoma. J Cancer Res Clin
Oncol. 2010;136:1213-12109.

155



71.Shien K, Toyooka S, Ichimura K, Soh J, Furukawa M, Mak Y, et al. Prognostic
impact of cancer stem cell-related markers in non-small cell lung cancer patients

treated with induction chemoradiotherapy. Lung Cancer. 2012;77:162—-167.

72.Larzabal L, EI-Nikhely N, Redrado M, Seeger W, Savai R, Calvo A. Differential
effects of drugs targeting Cancer Stem Cells (CSC) and Non-CSC Populations on
Lung Primary Tumors and Metastasis. PLOS ONE. 2013;8:e79798.

73.Kodama H, Murata S, Ishida M, Yamamoto H, Yamaguchi T, Kaida S. Prognostic
impact of CD44-positive cancer stem-like cells at the invasive front of gastric
cancer. Br J of Cancer. 2017;116:186-194. DOI:10.1038/bjc.2016.401.

74.Yan Y, Zuo X, Wei D. Concise Review: Emerging Role of CD44 in Cancer Stem
Cells: A Promising Biomarker and Therapeutic Target. Stems Cells Translational
Medicine. 2015;4:1033-1043.

75.Roudi R, Madjd Z, Korourian A, Mehrazma M, Molanae S, Nasrollahzadeh M et
al. Clinical significance of putative cancer stem cell marker CD44 in different

histological subtypes of lung cancer. Cancer Biomarkers. 2014; 14:457-467.

76.Jaggupilli A, Elkord E. Significance of CD44 and CD24 as Cancer Stem Cell
Markers: An Enduring Ambiguity. Clin Dev Immunol. 2012;708036. DOI:
10.1155/2012/708036.

77.Jijiwa M, Demir H, Gupta S, Leung C, Joshi K, Orozco N. CD44v6 Regulates
Growth of Brain Tumor Stem Cells Partially through the AKT-Mediated Pathway.
PL0S 2011; 6: e24217. DOI:10.1371/journal.pone.0024217.

78.Zhao S, He J-L, Qiu Z, Chen N-Y, Luo Z, Chen B-J et al. Prognostic value of
CD44 variant exon 6 expression in non-small cell lung cancer: a meta-analysis.
Asian Pacific Journal of Cancer Prevention. 2014;15:6761-6766.

79.Kerr K, Nicolson M. Non—-Small Cell Lung Cancer, PD-L1, and the Pathologist.
Arch Pathol Lab Med. 2016;140:249-254. DOI: 10.5858/arpa.2015-0303-SA

80.Sholl L. Protein correlates of molecular alterations in lung adenocarcinoma:
Immunohistochemistry as a surrogate for molecular analysis. Seminars in
Diagnostic Pathology. 2015;32: 325-333.

156



81.Li Y, Rogoff HA, Keates S, Gao Y, Murikipudi S, Mikule K. Suppression of cancer
relapse and metastasis by inhibiting cancer stemness. Proc Natl Acad Sci USA.
2015;112:1839-44. DOI: 10.1073/pnas.1424171112

82.Schatton T, Frank N, Frank M. Identification and targeting of cancer stem cells.
Bioessays. 2009;31:1038-1049. DOI:10.1002/bies.200900058.

83.Suzuki H, Yamashiro K. Reduced expression of CD44v3 and v6 is related to

invasion in lung adenocarcinoma. Lung Cancer. 2002;38:137-41.

84.Jiang H, Zhao W, Shao W. Prognostic value of CD44 and CD44v6 expression in
patients with non-small cell lung cancer. meta-analysis. Tumor Biol.
2014;35:7383-7389.

85.Pallegar NK, Ayre DC, Christian SL. Repression of CD24 surface protein
expression by oncogenic Ras is relieved by inhibition of Raf but not MEK or PI3K.
Front Cell Dev Biol. 2015;3:47. DOI: 10.3389/fcell.2015.00047

86.Lee HJ, Choe G, Jheon S, Sung S-W, Lee C-T, et al. CD24, a Novel Cancer
Biomarker, Predicting Disease-Free Survival of Non-small Cell Lung Carcinomas.
J Thor Oncol. 2010;5:649-657.

87.Karimi-Busheri F, Rasouli-Nia A, Zadorozhny V, Fakhrai H. CD24+/CD38- as hew
prognostic marker for non-small cell lung cancer. Multidiscip Respir Med.
2013;8:65.

88.Balicki D. Moving Forward in Human Mammary Stem Cell Biology and Breast
Cancer Prognostication Using ALDH1. Cell Stem Cell. 2007;1:485-487. DOI
10.1016/j.stem.2007.10.015

89. Marcato P, Dean C, Giacomantonio CA, Lee. Aldehyde dehydrogenase Its role
as a cancer stem cell marker comes down to the specific isoform. Cell Cycle.
2011;10:1378-1384.

90.Kitamura H, Torigoe T, Hirohashi Y, Asanuma H, Inoue R, Nishida S, et al.
Prognostic impact of the expression of ALDH1 and SOX2 in urothelial cancer of
the upper urinary tract. Mod Path. 2013;26:117-124.

91.Jiang F, Qiu Q, Khanna A, et al. Aldehyde Dehydrogenase 1 is a tumor stem cell-
associated marker in lung cancer. Mol Cancer Res. 2009;7:330-338.
DOI:10.1158/1541-7786.MCR-08-0393

157


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25605917
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reduced+expression+of+CD44+v3+and+v6+is+related+to+invasion+in+lung+adenocarcinoma.

92.Sullivan J, Spinola M, Dodge M, Raso M, Behrens C, Gao B, et al. Aldehyde
dehydrogenase activity selects for lung adenocarcinoma stem cells dependent on
Notch signaling. Cancer Res. 2010;70:9937-9948. DOI:10.1158/0008-5472

93.Dimou A, Neumeister V, Agarwal S, Anagnostou V, Syrigos K, Rimm D.
Measurement of Aldehyde Dehydrogenase 1 Expression Defines a Group with
Better Prognosis in Patients with Non-Small Cell Lung Cancer. Am J Pathol.
2012;181:1436-1442.

94.L6pez-Gonzalez A, Salas C, Provencio M, Coérdoba M, Gamallo C. Aldehyde
dehydrogenases in early stage lung cancer: nuclear expression. Clin Transl
Oncol. 2014;16:931-934.

95. Alamgeer M, Ganju V, Szczepny A, Russell P, Prodanovic Z, Kumar B et al. The
prognostic significance of aldehyde dehydrogenase 1A1 (ALDH1A1) and CD133

expression in early stage non-small cell lung cancer. Thorax. 2013;68:1095-1104.

96.Velcheti V, Schalper K, Yao X, Cheng H, Kocoglu M, Dhodapkar K, et al. High
SOX2 Levels Predict Better Outcome in Non-Small Cell Lung Carcinomas. PLOS
One. 2013;8:61427.

97.Brcic L, Sherer C, Shuai Y, Hornick J, Chirieac L, Dacic S. Morphologic and
Clinicopathologic Features of Lung Squamous Cell Carcinomas Expressing
Sox2. Am J Clin Pathol. 2012;138:712-718.

98.Sholl L, Barletta J, Yeap B, Chirieac L, Hornick J. Sox2 Protein Expression is an
Independent Poor Prognostic Indicator in Stage | Lung Adenocarcinoma. Am J
Surg Pathol. 2010;34:1193-1198.

99.Shmelkov S, Butler J, Hooper A, Hormigo A, Kushner J, Milde T et al. CD133
expression is not restricted to stem cells, and both CD133+ and CD133-

metastatic colon cancer cells initiate tumors. J Clin Invest. 2008;118:2111-2120.

100. Hermansen S, Christensen K, Jensen S, Kristensen B. Inconsistent
Immunohistochemical Expression Patterns of Four Different CD133 Antibody
Clones in Glioblastoma. J Histochem Cytochem. 2011;59: 391-407.

101. Woo T, Okudela K, Mitsui H, Yazawa T, Ogawa N, Tajiri M et al. Prognostic
value of CD133 expression in stage | lung adenocarcinomas. Int J Clin Exp
Pathol. 2011;4:32-42.

158


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3201141/

102. Wu H, Qi X, Yan G, Zhang Q, Xu C, Bian X. Is CD133 Expression a
Prognostic Biomarker of Non-Small-Cell Lung Cancer? A Systematic Review and
Meta-Analysis. PLOS ONE.

2014;9:100168. DOI: 10.1371/journal.pone.0100168

103. Wang W, Chen Y, Deng J, Zhou J Zhou Y, Wang S et al. The prognostic
value of CD133 expression in non-small cell lung cancer: a meta-analysis. Tumor
Biol. 2014;35:9769-9775.

104. Edge S, Byrd D, Compton C, Fritz A, Greene FL, Trotti A, editors. AJCC
Cancer Staging Manual. Seventh Edition. Chicago: Springer; 2010.

105. Dacic S. Lung Carcinoma Staging Update. Arch Pathol Lab Med. 2016 (Early
on-line release). DOI: 10.5858/arpa.2016-0387-RA

106. Borczuk A., Qian F., Kazeros A., Eleazar J., Assaad A., Sonnett J. Invasive
size is an independent predictor of survival in pulmonary adenocarcinoma. Am J
Surg Pathol. 2009;33:462-469.

107. Karlsson C, Bodin L, Piehl-Aulin K, Karlsson MG. Tissue microarray
validation: a methodologic study with special reference to lung cancer. Cancer
Epidemiol Biomarkers Prev. 2009;18:2014-21.

108. Vargas A, Harris C. Biomarker development in the precision medicine era:

lung cancer as a case study. Nature Reviews. 2016;16: 525-537.

109. Ko YH, Won HS, Kyoung EJ, Hong SH, Roh SY, Hong YS, et al. Prognostic
significance of CD44s expression in resected non-small cell lung cancer. BMC
Cancer. 2011;11:340.

110. Majores M, Schindler A, Fuchs A, Stein J, Heukamp L, Altevogt P et al.
Membranous CD24 expression as detected by the monoclonal antibody SWA11
is a prognostic marker in non-small cell lung cancer patients. BMC Clinical
Pathology. 2015;16:15-19. DOI: 10.1186/s12907-015-0019-z. eCollection 2015.

111. Huang X-L, Xu D-H, Wang G-P, Zhang S, Yu C-G. Associations between
CD24 gene polymorphisms and inflammatory bowel disease: A meta-analysis
World J Gastroenterol. 2015;21:6052-6059. DOI: 10.3748/wjg.v21.i19.6052

159



112. Thomas S, Harding M, Smith S, Overdevest J, Nitz M, Frierson H, et al. CD24
Is an Effector of HIF-1-Driven Primary Tumor Growth and Metastasis. Cancer
Res. 2012;72:5600-12. DOI: 10.1158/0008-5472.CAN-11-3666.

113. Kiristiansen G, Schluns K, Yongwei Y, Denkert C, Dietel M, Petersen |. CD24
is an independent prognostic marker of survival in nonsmall cell lung cancer
patients. Br J Cancer. 2003;88:231-236.

114. Shimada Y, Saji H, Nomura M, Matsubayashi J, Koichi Y, Kakihana M.
Cancer stem cell-related marker expression in lung adenocarcinoma and
relevance of histologic subtypes based on IASLC/ATS/ERS classification.
OncoTargets and Ther. 2013;6:1597-1604.

115. Ying J, Shi C, Li, C-S, Hu L-P, Zhang W-D. Expression and significance of
SOX2 in non-small cell lung carcinoma. Oncology Letters. 2016:12;3195-3198.

116. Sholl L, Long K, Hornick J. Sox2 Expression in Pulmonary Non-small Cell and
Neuroendocrine Carcinomas. Appl Immunohistochem Mol Morphol. 2010:18;55—
61.

117. Yuan P, Kadara H, Behrens C, Tang X, Woods D, Solis L, et al. Sex
Determining Region Y-Box 2 (SOX2) Is a Potential Cell-Lineage Gene Highly
Expressed in the Pathogenesis of Squamous Cell Carcinomas of the Lung. PLoS
ONE. 2010;5: €9112. DOI:10.1371/journal.pone.0009112

118. Wilbertz T, Wagner P, Petersen K Stiedl A-C, Scheble V, Maier S. SOX2
gene amplification and protein overexpression are associated with better
outcome in squamous cell lung cancer. Mod Pathol. 2011:24;944-953.
DOI:10.1038/modpathol.2011.49

119. Hussenet T, Dali S, Exinger J, Monga B, Jost B, Dembelé D. SOX2 Is an
Oncogene Activated by Recurrent 3g26.3 Amplifications in Human Lung
Squamous Cell Carcinomas. PL0oS One. 2010: 5: e8960.

120. Chen Y, Huang Y, Huang Y, Chen J, Shouyu W, Zhou J. The Prognostic
Value of SOX2 Expression in Non-Small Cell Lung Cancer: A Meta-Analysis.
PL0S One. 2013.8(8):e71140. DOI:10.1371/journal.pone.0071140

121. Li Z. CD133: a stem cell biomarker and beyond. Exp Hemotol Oncol
2013;2:17.

160



122. lrollo E, Pirozzi G. CD133: to be or not to be, is this the real question?. Am J
Transl Res. 2013;5:563-581.

123. Tan Y, Chen B, Xu W, Zhao W, Wu J. Clinicopathological significance of
CD133 in lung cancer: A meta-analysis. Mol Clin Oncol. 2014;2:111-115. DOI:
10.3892/mco0.2013.195

124. Qu H, Li R, Liu Z, Zhang J, Luo R. Prognostic value of cancer stem cell
marker CD133 expression in non-small cell lung cancer: a systematic review. Int
J Clin Exp Pathol. 2013;6:2644-2650.

125. Ghuwalewala S, Ghatak D, Das P, Dey S, Sarkar S, Alam N. CD44 high
CD24 low molecular signature determines the Cancer Stem Cell and EMT

phenotype in Oral Squamous Cell Carcinoma. Stem Cell Res. 2016;16: 405-417.

126. Ayre DC, Pallegar NK, Fairbridge NA, Canuti M, Lang AS, Christian SL.
Analysis of the structure, evolution, and expression of CD24, an important
regulator of cell fate. Gene. 2016;590:324-337.

127. Miller TJ, McCoy MJ, Hemmings C, Bulsara MK, lacopetta B, Platell CF.
Objective analysis of cancer stem cell marker expression using

immunohistochemistry. Pathology. 2017 January;49: 24-29.

128. Herpel E, Jensen K, Muley T, Warth A, Schnabel P, Meister M, et al. The
Cancer Stem Cell Antigens CD133, BCRP1/ABCG2 and CD117/c-KIT Are Not
Associated with Prognosis in Resected Early-stage Non-small Cell Lung Cancer.
Anticancer Research. 2011; 31: 4491-4500.

129. Salnikov A, Gladkich J, Moldenhauer G, Volm M, Mattern J, Herr I. CD133 is
indicative for a resistance phenotype but does not represent a prognostic marker
for survival of non-small cell lung cancer patients. Intern J Cancer. 2010;126:
950-958.

161



UNIVERSITAS
Miguel
Hernandez |

162



INDICE DE FIGURAS




UNIVERSITA
Miguel
Herndandez




En Introduccion

Figura 1. Estimacién de la incidencia de cancer en Espafa para 2020

Figura 2. Muertes en Espafia por causas oncologicas en 2012

Figura 3. Variabilidad geogréfica en tasa de mortalidad por cancer de pulmon
Figura 4. Supervivencia a 5 afios de acuerdo a la 82 edicion TNM

Figura 5. Evolucion de la clasificacion histoldgica de los tumores pulmonares
Figura 6. Flujo diagndstico propuesto para manejo de la muestra en cancer de
pulmon

Figura 7. Mutaciones genéticas conductoras en ACA y CCE pulmonares
Figura 8. Heterogeneidad intratumoral

Figura 9. Modelo de Células Madre Cancerosas y modelo estocastico

Figura 10. Genética, epigenética y microambiente

Figura 11. Dominio extracelular de CD44

Figura 12. Via de sefalizacién del acido retinoico y papel de ALDH

Figura 13. Estructura de CD133

En Material y Métodos
Figura 14. Carcinoma de células escamosas queratinizante (A) y no queratinizante (B)

Figura 15. Construccion de TMAs

En Resultados

Figura 16. Algoritmo de trabajo

Figura 17. Total de casos clasificados como CCG tras revisiébn morfolégica (H&E)
inicial (n=25) y reclasificacion tras aplicacién de panel IHQ

Figura 18. Distribucion de la serie por tipos histologicos

Figura 19. Distribucion de ACA por subtipos histoldgicos

Figura 20. Patrén de expresion de CD44 en células tumorales

Figura 21. Expresion elevada de CD44 por tipos histolégicos

Figura 22. Expresién de CD44 en CCE bien diferenciado

Figura 23. Expresion de CD44 en ACA

Figura 24. Expresion de CD44v en parénquima pulmonar no neoplasico
Figura 25. Diferencias en expresion elevada de CD44v por tipos histoldgicos
Figura 26. Expresién de CD44v en CCE

Figura 27. Expresion de CD44v en ACA

165



Figura 28.
Figura 29.
Figura 30.
Figura 31.
Figura 32.
Figura 33.
Figura 34.
Figura 35.
Figura 36.
Figura 37.
Figura 38.
Figura 39.
Figura 40.
Figura 41.
Figura 42.
Figura 43.
Figura 44.

Expresion de CD24 en parénquima pulmonar no tumoral
Expresion de CD24 en areas tumorales

Diferencias en expresion elevada de CD24 por tipos histologicos
Expresion de CD24 en ACA

Expresion de CD24 en CCE

Expresion de ALDH1 en parénquima pulmonar no neoplasico
Expresion de ALDH1 segun tipos histolégicos

Expresion de ALDH1 en CCE

Expresion de ALDH1 en ACA

Expresion nuclear de Sox2 en CCE

Expresion elevada de Sox2 por tipos histologicos

Expresion de Sox2 en CCE

Expresion de Sox2 en ACA

Expresion de CD133 en epitelio bronquial y macréfagos intraluminales

Expresion de CD133 por tipos histoldgicos
Patron de expresion de CD133 en ACA
Expresion de CD133 en CCE

Figura 45. Curva de Kaplan-Meier de supervivencia libre de enfermedad segun
expresion de CD44v en ACA. Seguimiento en meses

Figura 46. Curva de Kaplan-Meier de supervivencia segun expresion de CD24 en
todos los grupos histolégicos

Figura 47. Curva de Kaplan-Meier de supervivencia libre de enfermedad segun
expresion de CD24 en ACA. Seguimiento en meses

Figura 48. Curva de Kaplan-Meier de supervivencia segun expresion de ALDH1 en
todos los grupos histolégicos

Figura 49. Curva de Kaplan-Meier de supervivencia libre de enfermedad segun
expresion de Sox2 en todos los grupos histolégicos

Figura 50. Curva de Kaplan-Meier de supervivencia libre de enfermedad en ACA:
CD24+ versus CD24-/CD44v- versus CD24-/CD44v+. Seguimiento en meses
Figura 51. Curva de Kaplan-Meier de supervivencia libre de enfermedad en ACA:

grupo de riesgo bajo y medio versus grupo desfavorable. Seguimiento en meses

En Discusion

Figura 52. Expresién de CD24 (mediante IHQ) en carcinoma de vejiga

166



INDICE DE TABLAS




UNIVERSITA
Miguel
Herndandez




En Introduccion

Tabla 1. Tumores mas frecuentes en Espafia y distribucion por sexo (2012)

Tabla 2. Muertes por cancer de pulmén en Espafa. Evolucion 1980-2005

Tabla 3. Cancer de pulmén: cifras extraidas del informe global de cancer, 2016
Tabla 4. Clasificacion OMS (2015) de los tumores epiteliales de pulmon

Tabla 5. Alteraciones moleculares y agentes terapéuticos especificos

Tabla 6. Funciones de CD44s

Tabla 7. Expresion de CD44: variantes y significado

Tabla 8. Expresion de ALDH en diversas neoplasias

Tabla 9. Principales limitaciones de las dos técnicas mas empleadas para la

identificacion de CMCs

En Material y Métodos

Tabla 10. Subclasificacion de ACA segun el IASLC Staging Committee

Tabla 11. Estadios I, Il y lll de la clasificacion TNM para carcinomas del pulmén
Tabla 12. Clasificacién de adenocarcinomas segun grado de diferenciacion por tipos
histoldgicos.

Tabla 13. Caracteristicas de CCE queratinizantes y no queratinizantes

Tabla 14. Panel de anticuerpos y controles empleados

Tabla 15 . Controles empleados y patron de tincion en tejido control

Tabla 16. Tipo de tincién valorada en cada uno de los anticuerpos seleccionados y
punto de corte

Tabla 17. Criterios para valoracion de anticuerpos de diferenciacion histoldgica.
Tabla 18. Gastos asociados al proyecto

En Resultados

Tabla 19. Casos identificados. Caracteristicas clinicas y patolégicas (n= 140)

Tabla 20. Tipos histolégicos y variables clinico-patoldgicas

Tabla 21. Cuantificacion de mitosis y expresion de Ki67 y p53 (todos los tipos
histol6gicos)

Tabla 22. Expresion de CD44 (todos los tipos histologicos) y correlacion con
variables patologicas

Tabla 23. Expresion de CD44 y relacion con variables proliferativas y expresion de
p53

171



Tabla 24. Diferencias en expresion de CD44 por subtipos de CCE

Tabla 25. Expresion de CD44v (en todos los tipos histologicos) y correlacion con
variables patoldgicas

Tabla 26. Expresion de CD44v y relacion con variables proliferativas y expresion de
p53

Tabla 27. Diferencias en expresion de CD44v por subtipos de CCE

Tabla 28. Expresion de CD44v en ACA de patrén solido

Tabla 29. Expresion de CD24 (210) en todos los tipos histolégicos y correlacién con
variables patologicas

Tabla 30. Expresion de CD24 y relacion con variables proliferativas y expresion de
p53

Tabla 31. Expresion de CD24 en ACA de patrén sélido

Tabla 32. Diferencias en expresion de CD24 por subtipos de CCE

Tabla 33. Expresion de ALDH1 en todos los tipos histolégicos y correlacién con
variables patoldgicas

Tabla 34. Expresion de ALDH1 y correlaciéon con variables proliferativas y expresion
de p53

Tabla 35. Diferencias en expresion de ALDH1 por subtipos de CCE

Tabla 36. Expresion de ALDH1 en ACA segun grado de diferenciacion

Tabla 37. Expresion de Sox2 en todos los tipos histolégicos y correlacion con
variables patolégicas

Tabla 38. Expresion de Sox2 y correlacién con variables proliferativas y expresion
de p53

Tabla 39. Diferencias en expresion de Sox2 por subtipos de CCE

Tabla 40. Expresién de Sox2 en ACA segun subtipo histologico

Tabla 41. Expresion de CD133 y correlacion con variables clinicas

Tabla 42. Expresion de CD133 y relacion con variables proliferativas y p53

Tabla 43. Resultados del andlisis de correlacion de Spearman

Tabla 44. Correlacion entre marcadores de células madre y variables proliferativas
Tabla 45. ACA (n =83) agrupados segun expresion de CD44vy CD24 y SLE.

Tabla 46. Grupos de riesgo combinando CD44v y CD24

172



En Discusion

Tabla 47. Estudios incluidos en meta-analisis de CD44, realizados en tejido incluido
en parafina con valoracion mediante IHQ

Tabla 48. Estudios incluidos en dos meta-andlisis de isoformas de CD44 (CD44v6 y
CD44s) y relacién con supervivencia

Tabla 49. Expresion de CD24 (citoplasmica y de membrana)

Tabla 50. CD24 y relacién con supervivencia: estudios con valoracion mediante IHQ
y principales caracteristicas

Tabla 51. ALDH1 y relacion con supervivencia: estudios con valoracion mediante
IHQ y principales caracteristicas

Tabla 53. Anticuerpos anti ALDH1 empleados reportados en los diversos estudios
Tabla 50. Anticuerpos anti Sox2 empleados reportados en los diversos estudios
Tabla 54. SOX2 y relacion con supervivencia: estudios con valoracion mediante IHQ
y principales caracteristicas

Tabla 55. Meta-analisis del significado clinico-patologico de CD133. Caracteristicas
y metodologia de estudios incluidos

Tabla 56. Marcadores de células madre estudiados y asociacién con supervivencia
Tabla 57. Grupos de riesgo combinando CD44v y CD24

173



UNIVERSITAS
Miguel
Hernandez |

174



ANEXOS




UNIVERSITA
Miguel
Herndandez




ANEXO I. HOJA DE RECOLECCION DE VARIABLES

1. De identificacion y clinicas

a. Numero de referencia en el estudio

b. Fecha de nacimiento

c. Sexo

d. Historia de tabaquismo (afios / paquete)
e. Fecha de diagnéstico inicial

f. Localizacion del tumor

g. Modalidad de tratamiento quirargico: lobectomia o bilobectomia

2. Variables morfolégicas convencionales:
a. Tamaiio tumoral

b. Tipo histolégico

c. Estadio patoldgico

d. Grado de diferenciacion

e. Invasién pleural

f. Invasion vascular

g. Necrosis

h. Actividad proliferativa (mitosis / 10 cga)

3. Variables inmunohistoquimicas (IHQ):

a. Marcadores IHQ de diferenciacion histologica: expresion de p63/40, TTF1 y napsina
b. Ki67

C. p53

d. CD44

e. CD44v

f. ALDH1

g. CD133

h. SOX2

4. Supervivencia

a. Supervivencia global

b. Supervivencia libre de enfermedad
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ANEXO 1l. PRESENTADO COMO POSTER XXVIII CONGRESO NACIONAL DE
ANATOMIA PATOLOGICA, Mayo 2017

Expresion de ALDH1 y CD133 en carcinoma pulmonar de célula no pequefia en
estadios iniciales.

Toro Soto PA, Galvez Muiioz C, Martin Serrano C, Rojas Calvente E, Aranda Fl

Introduccion. El estudio de biomarcadores en carcinoma pulmonar de célula no
pequefia (CPCNP) en la udltima década se ha centrado en la identificacién de
moléculas con capacidad prondstica y predictiva que permitan estratificar mejor los
pacientes y sirvan como guia en las decisiones terapéuticas. Por esto, el estudio de
marcadores de células madre (CM) ha constituido un importante foco de atencion.
ALDH1 y CD133 han demostrado en estudios previos valor predictivo en tumores
sélidos, sin que su papel en CPCNP sea del todo conocido.

Material y Métodos. Se seleccionaron 140 casos de CPCNP en estadios | y Il sin
afectacion ganglionar, intervenidos quirdrgicamente. Se realizd estudio
inmunohistoquimico sobre matrices de tejido (TMAS) con anticuerpos frente a
CD133 y ALDH1 y se analizé su expresion en relaciébn con variables clinicas y
patolégicas (ji cuadrado). Se realiz6 analisis de supervivencia libre de enfermedad
(SLE) y global (SG) mediante curvas de Kaplan Meyer y test de log rank.

Resultados. 60% de casos correspondieron a adenocarcinomas (ACA), 34% a
carcinomas de células escamosas (CCE) y 6% a carcinomas de célula grande
(CCQG). El 38% de casos fueron positivos para CD133 (punto de corte 10%) y 64%
para ALDH1 (punto de corte 5%). Se observé asociacion entre positividad para
CD133 y género femenino, no tabaquismo, tipo histolégico (ACA), mayor actividad
mitGtica y mayor expresion de Ki67 (p<0,05). La positividad para ALDH se asoci6
con tipo histolégico (CCE), mayor actividad mitética y mayor Ki67 (p<0,05). La
mediana de seguimiento fue de 73 meses. Los pacientes ALDH1 positivos
presentaron mayor SLE (117vs 97 meses) (HR 0,55; IV 95% 0,313-0,995; p=0,044)
y tendencia a mayor SG (104 vs 91meses) (HT 0,67; IC 95% 0,411-1,102; p=0,11).
Los pacientes CD133 positivos mostraron tendencia a menor SLE (100 vs 117
meses) (HR 1,68; IC 95% 0,937-3,020; p=0,07), sin diferencias en la SG (p=n.s).

Conclusiones. Si la hipétesis de las CM demuestra ser correcta, la valoracion de su
expresion en CPCNP en estadios tempranos podria predecir el riesgo de recaida
tras tratamiento quirdrgico. En este contexto, tumores positivos para ALDH1
presentan mayor SLE; en oposicion, la positividad para CD133 se relaciona con
tendencia a peor pronostico. La posibilidad de valorar marcadores de CM mediante
IHQ es una fortaleza que afiade valor a los estudios en este campo.
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ANEXO Ill. ACEPTADO COMO PRESENTACION ORAL 29th EUROPEAN
CONGRESS OF PATHOLOGY, Septiembre 2017

Predictive value of CD44v/CD24 expression in early stages pulmonary
adenocarcinomas

Toro Soto PA, Galvez Mufioz C, Martin Serrano C, Rojas Calvente E, Aranda FI

Introduction. In the last decade the study of Cancer Stem Cell (CSCs) markers has
become increasingly important in patients with solid tumors. This is of particular
relevance in early stages NSCLC, where CD24 and CD44 have demonstrated
promising results as prognostic markers. Previous studies suggested that the CD44"
/ CD24" phenotype defines a distinct subgroup of NSCLC. Here, we study the
prognostic value of these 2 markers in early stage pulmonary adenocarcinomas
(ADC).

Matherial and Methods. 83 pulmonary ADC (stages | and II, NO) were included.
Using TMAs, IHC expression of CD44v and CD24 was studied (cut-off values
210%). Results were correlated with clinical and pathological information. Overall
survival (OS) and disease-free survival (DFS) estimates were determined from
Kaplan-Meier analysis and compared using the log-rank test.

Results. 54% of cases were positive for CD44v and 46% for CD24. CD24
expression correlated with better DFS (p= 0,021), while positive CD44v cases
exhibited a tendency for worse DFS (p=0,11). By combining this phenotype, the

cohort was divided in 3 different prognostic groups: “good”, “intermedial” and “bad”,
with DFS of 120, 93 and 55 months, respectively (p= 0,007).

Conclusions: Our findings show that the CD44" / CD24™ phenotype allows the
stratification of pulmonary ADC in prognostic subgroups. The possibility of using IHC
as a means of predicting relapse risk in a subgroup of NSCLC in early stages is a
very attractive option that deserves further investigation.

181



