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3. Introduccion.
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3.1  Epidemiologia.

El cancer de pulmén es la causa mas frecuente de muerte por cancer a
escala mundial(1-4). Ademas el numero de casos y de muertes por cancer de
pulmén ha estado aumentando afo tras afio durante mas de la mitad del siglo
pasado, provocando mas de 600.000 muertes en 1995. Se prevé que este
numero continde incrementandose durante las primeras décadas del presente
siglo (4;5). En Espafa, se diagnostican 18.500 nuevos casos al afno y ha sido
responsable de 17.308 muertes en el afio 2000(6). Esto supone una prevalencia
aproximada de 24.000 casos/ano, lo cual refleja la altisima letalidad de este tumor.
Asi, menos del 15% de los pacientes logran sobrevivir cinco anos tras el
diagndstico.

Las neoplasias broncogénicas afectan con mayor frecuencia a varones,
siendo la proporcion actual en Europa de 4.5:1. En Espafia esta proporcion en de
11:1, asociado principalmente al retraso en la adquisicién del habito tabaquico y el
menor riesgo laboral de las mujeres espanolas. La marcada variabilidad
geografica y temporal del cancer de pulmon refleja la distribucion de sus factores
de riesgo, principalmente el consumo de tabaco, que constituye el agente
etiolégico mas importante. En el conjunto de paises europeos, durante los afios
70, Espafa ocupaba uno de los ultimos lugares en cuanto a la frecuencia de este
tumor en el hombre, mientras que los paises del norte y centro de Europa partian
de tasas mas elevadas. Dentro de nuestro pais, la mortalidad muestra una mayor
heterogeneidad en hombres que en mujeres. Las tasas mas altas en los hombres

se concentran en el suroeste (Cadiz y Sevilla) y en algunas provincias del norte
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(Asturias y Vizcaya) mientras que llama la atencion la alta mortalidad en las
mujeres de Las Palmas. Un analisis pormenorizado de la evolucion de la
mortalidad por cancer de pulmon en Espafa muestra que el ritmo de incremento
se ralentiza a partir de 1988, y en 1994 comienza a descender un 0,35% anual. En
algunas regiones, como Aragén, Castilla-Leén, Murcia, Navarra y la Rioja, el
ascenso no se ha interrumpido, mientras que destaca el fuerte descenso
observado en el Pais Vasco (un 2% anual) a partir de 1995. En mujeres, la
mortalidad aumenta en Espafa a un ritmo del 2,4% anual desde 1990, afectando
principalmente en las Comunidades Autonoma de Aragén, Castilla-Ledn, Pais
Vasco y el Pais Valenciano. En resumen, el numero de casos y de muertes se
incrementd afo tras ano durante mas de la mitad del siglo pasado (5), lo que

supone un problema de salud publica de primer orden.

3.2 Factores de riesgo.

Tabaquismo.

Se ha estimado que el tabaco contribuye a la aparicion del 80-90% de los
casos de cancer de pulmoéon en hombres y del 55%-80% de los casos en las
mujeres. Ademas, la exposicidon ocupacional a diferentes sustancias - como el
arsénico, el asbesto, los hidrocarburos aromaticos policiclicos, etc.-, explicaria el
18% de los casos en hombres y menos del 1% en las mujeres. Otros factores de
riesgo reconocidos son las radiaciones ionizantes, la contaminacion atmosférica y
la menor ingesta de vegetales y frutas frescas, probablemente reflejando el efecto

de los agentes antioxidantes contenidos en estos alimentos(6).
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La posibilidad de que el consumo de tabaco fuera una de las principales
causas de cancer de pulmon fue sugerida por primera vez por Adler en 1912(7).
La primera publicacion que asociaba el tabaquismo con un aumento del riesgo de
muerte prematura data de 1938(8). Sin embargo no fue hasta 1950, cuando Doll y
Hill demostraron claramente una asociacion epidemiolégica entre fumar y la
mortalidad por cancer de pulmén(8-11). Esta observaciéon fue confirmada poco
después por los trabajos de Wynder y Graham(12;13).

La evidencia de la relacion entre el tabaco y el cancer de pulmon esta
soportada por un gran volumen de trabajos de investigacion epidemioldgica, tanto
prospectiva como retrospectiva. Unos criterios bien establecidos basados en la
evidencia observacional han servido para atribuir causalidad a dicha asociacion
(14). Aplicando los criterios seleccionados de: consistencia, fuerza, especificidad,
relacion temporal y coherencia, al gran numero de datos recogidos en los estudios
observacionales, en 1964 la direccion del Sistema Nacional de Salud de los
Estados Unidos afirmé: “fumar es la principal causa de cancer de pulméon”(15).

La plausibilidad biolégica subyacente a la relacion entre el tabaquismo vy el
cancer de pulmén era hasta hace poco indirecta. Actualmente, varios trabajos de
investigacion basica han relacionado al benzopireno, un constituyente del humo
del tabaco, con el dafio en 3 lugares especificos del gen supresor de tumores p53,
gen alterado en el 60% de los casos de cancer de pulmoén primario(16). Algunos
hidrocarburos policiclicos son capaces de ocasionar otras mutaciones en distintos

genes (17).

10



Introduccioén

Por otro lado, la exposicidn ambiental al tabaco también es causa de un
aumento del riesgo de desarrollar una neoplasia pulmonar (18-20). Parece que
este riesgo esta asociado a una susceptibilidad individual. Se estima que un 17%
de los tumores en no fumadores estan en relacion a la exposicion ambiental al
tabaco durante la infancia y adolescencia.

Carcinégenos medioambientales.

Los carcinbgenos medioambientales mas conocidos son el asbesto y el
radén, aunque se han descrito otros como: el arsénico, el cromo, el formaldehido,
la radiacion ionizante, hidrocarburos aromaticos, etc(21-27). Muchos de estos
agentes actuan sinérgicamente con el tabaco.

Aunque algunos investigadores dudan de la relacion causal entre el asbesto
y el cancer de pulmén (28), la mayoria de los estudios han demostrado una clara
asociacion entre las dos entidades. Asi, el riesgo de desarrollar cancer de pulmén
se multiplica si se suma la exposicion al asbesto con el habito tabaquico. Un
estudio de cohortes holandés establecié un riesgo relativo de 3,5 después de ser
ajustado por edad y consumo de tabaco (29-31). Para un mismo nivel de
exposicion, parece que el riesgo es considerablemente mayor para los
trabajadores expuestos a los anfiboles frente a otras fibras (32).

El raddn es un producto gaseoso de degradacién emitido por el uranio-238
y el radio-226, que es capaz de danar el epitelio respiratorio a través de la emision
de particulas alfa. En los trabajadores de las minas de uranio se ha observado un

aumento del riesgo de carcinoma broncogénico. En un estudio europeo se sugiere
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que el raddn puede ser responsable del 2% de las muertes por cancer de pulmén
en Europa(33).

Factores de riesgo familiar.

El papel de la herencia en el cancer de pulmén esta menos establecido
aunque algunos estudios sugieren que los familiares en primer grado tienen entre
1,5y 5 veces mas riesgo de desarrollar esta neoplasia(34-41).

Factores de la dieta.

Las dietas con dosis bajas de vitaminas antioxidantes, sobretodo derivados
de la vitamina A y E, se asocian al desarrollo de cancer de pulmén(42;43). Debido
a la multitud de datos contradictorios en cuanto al posible papel de estos
derivados en prevencion secundaria o primaria, la utilizacion de estos todavia no
ha sido resuelta.

Enfermedad pulmonar benigna preexistente.

Diversas patologias benignas se han asociado al desarrollo de CPCNP, por
ejemplo: Los pacientes con fibrosis pulmonar difusa tienen un incremento del
riesgo frente a la poblacién sana de 8 a 14 veces(44) y los pacientes con
Bronconeumopatia Cronica Obstructiva (BNCO) tienen un riesgo: 8,8 frente a 2%

de riesgo acumulado a los 10 afos (45).

Los trabajadores expuestos al asbesto que desarrollan fibrosis intersticial

por este motivo tienen un mayor riesgo frente a los que no desarrollan esta

enfermedad(30).
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En resumen, la principal causa evitable del cancer de pulmén es el
tabaquismo, por lo que hay que resaltar la necesidad de incrementar las medidas
de prevencion, apoyando las politicas anti-tabaco activas que actualmente estan

siendo instauradas en la mayoria de los paises occidentales.

3.3 Anatomia patolégica.

La clasificacion histologica vigente fue desarrollada por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) en 1981(46). Los cuatro subtipos de cancer de pulmén,
que representan un 95% de los casos, son los siguientes: Carcinoma epidermoide
(20-30%), adenocarcinoma (30-40%), carcinoma de célula grande (10%) y
carcinoma de célula pequefia (20%). Las incidencias reflejan las diferentes
poblaciones estudiadas (autopsia o material quirurgico) y los diferentes criterios de
los distintos patélogos. Ademas, puede haber mezcla de patrén histoldgico incluso
en el mismo tumor(47).

Desde el punto de vista histogenético lo mas probable es que todas las
variantes de carcinoma broncogénico, asi como del carcinoide bronquial, deriven
del endodermo, un punto de vista que concuerda con la frecuencia de los tumores
con patrén mixto(47).

Los carcinomas broncogénicos se presentan preferentemente alrededor del
hilio pulmonar. Aproximadamente las tres cuartas partes se originan en bronquios
de primero, segundo o tercer orden. Un pequefio porcentaje tienen un origen mas
periférico, pero no suelen llegar a originarse en areas muy alejadas, por ejemplo,

junto a la pleura. Un numero reducido de carcinomas de pulmén se originan en la
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periferia del parénquima pulmonar, en las células septales alveolares o en
bronquiolos terminales. Estos son predominantemente adenocarcinomas, entre los
que se incluyen los de tipo bronquioloalveolar.

En su desarrollo, el carcinoma pulmonar comienza como un area de atipia
citologica in situ, que, durante un periodo de tiempo no conocido, produce una
zona de engrosamiento de la mucosa bronquial. Al progresar este pequefio foco,
generalmente de menos de 1 cm de diametro, adquiere el aspecto de una
excrecencia verrucosa que eleva y erosiona el revestimiento epitelial. A partir de
aqui puede seguir uno de los siguientes patrones. Puede continuar hacia la luz
bronquial, produciendo una masa intraluminal. Otras veces penetra rapidamente la
pared bronquial e infiltra el tejido peribronquial hacia la carina o mediastino. En
otros casos crece en un frente amplio produciendo una masa intraparenquimatosa
en forma de coliflor que desplaza el tejido pulmonar adyacente.

La frecuencia de la afectacion ganglionar varia ligeramente segun el patron
histolégico, pero oscila alrededor del 50%.

La diseminacion a distancia se produce a través de la via linfatica y
hematdgena. Estos tumores tienen una fatal tendencia a diseminarse por todo el
organismo desde estadios precoces. Con frecuencia las metastasis son la primera
manifestacion de la lesion broncogénica oculta. Ningun érgano o tejido esta exento
de la infiltracion, pero, por razones aun no esclarecidas, las suprarrenales se
afectan en mas del 50% de los casos. Otras localizaciones preferentes son: el

higado 30-50%, el SNC 20% y el hueso 20%.
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Carcinoma de células escamosas (epidermoide). Este es el tipo que
presenta una relacibn mas estrecha con el tabaco. Las caracteristicas
microscopicas son facilmente identificadas en las formas bien diferenciadas en las
que existen produccién de queratina y la presencia de puentes intercelulares, pero
hay formas menos diferenciadas dificiles de distinguir del carcinoma de células
grandes indiferenciado. Este tumor tiende a extenderse localmente y a
metastatizar algo mas tarde que los otros subtipos, pero su velocidad de
crecimiento local suele ser mas rapida que en los demas. A veces se encuentra
metaplasia escamosa, displasia epitelial y focos de carcinoma in situ adyacentes a
la lesion.

Adenocarcinoma. Las clasificaciones histolégicas de los adenocarcinomas
incluyen al menos dos tipos: adenocarcinoma “habitual” de origen bronquial, y el
tipo denominado bronquioloalveolar.

Las lesiones del adenocarcinoma “habitual” suelen ser periféricas, tienden a
ser mas pequefas Yy varian histologicamente desde los tumores mas
diferenciados, con obvios elementos glandulares y lesiones papilares semejantes
a adenocarcinomas de otra localizacion, a masas soélidas que solo ocasionalmente
muestran glandulas y células secretoras de moco. Alrededor del 80% contienen
mucina. Los adenocarcinomas crecen mas lentamente que los epidermoides. A
veces se asocian a areas de cicatrizacion (“scar cancer”). En la mayoria de los
casos la cicatriz es una respuesta desmoplasica al tumor(48), pero en ocasiones
sin duda precede al mismo(49). Los adenocarcinomas se asocian a una historia de

tabaquismo con menos frecuencia que los carcinomas epidermoides.
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El carcinoma bronquioloalveolar esta formado por células muy peculiares,
columnares o cuboides altas, que tapizan los septos alveolares y se proyectan en
los espacios alveolares, en numerosas formaciones papilares ramificadas. Las
células tumorales con frecuencia contienen abundante mucina. En general son
tumores bien diferenciados que tienden a respetar la estructura septal original.
Ultraestructuralmente son un grupo heterogéneo, formados por células
mucosecretoras bronquiales, células de clara, o raras veces neumocitos tipo Il.
Macroscopicamente casi siempre es un tumor periférico formado por un ndédulo
solitario o varios que coalescen produciendo una imagen neumonica. Al ser
periférico no suele producir atelectasia y metastatizan en un 45% de los casos.

Carcinoma de células grandes. Estos carcinomas anaplasicos estan
formados por células mas grandes y poligonales, con nucleos vesiculares.
Probablemente identifican carcinomas epidermoides y adenocarcinomas tan

indiferenciados que ya no pueden identificarse como tales.

3.4 Aproximacion general al tratamiento. Prondstico.
El sistema de estadificacion en CPCNP viene descrito en el apartado de
material y métodos en las tablas 1y 2.
La ultima revisién del sistema de estadificacion y su correlacion pronéstica
data de 1997. La distribucion por estadios implica el concepto de ordenar los
pacientes en distintos subgrupos que generalmente van a recibir tratamientos y

van a tener tasas de supervivencia similares(50).
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El 61% de los pacientes con el estadio clinico IA sobrevive a los 5 afos de
evolucion, mientras que en las series recogidas con estadio |A patologico tienen
una supervivencia del 67% a los 5 afios. Respecto al estadio 1B la supervivencia
basada en el estadio clinico es de un 38% frente a un 57% en caso de utilizar el
estadio patoldgico(50;51). La reseccion quirurgica es el tratamiento indicado en los
CPCNP estadio |. En los casos de estadios IB y Il ademas del tratamiento
quirargico se ha establecido un nuevo estandar que indicaria la necesidad de
tratamiento quimioterapico adyuvante(52).

La apariciéon de un estadio clinico IIA (cT1IN1MO0) es infrecuente y en
general se produce una “migracion” de estadio cuando nos basamos en los datos
patoldgicos. La supervivencia de este subgrupo es del 34% para la clasificacion
clinica y 55% en la clasificacion patoldgica en los casos de reseccion completa.
Respecto al subgrupo IIB compuesto por los pacientes T2N1MO y T3NOMO la
supervivencia en base a los datos clinicos es del 24 y 22% respectivamente y del
39 y 38% con los datos patologicos respectivamente(50;53).

En el subgrupo IlIA se incluyen los pacientes con enfermedades T3N1MO,
TIN2MO, T2N2MO y T3N2MO. Los pacientes en estadio clinico TSN1MO tienen el
peor prondéstico con una supervivencia del 9% a los 5 afos frente al 13% de los
pacientes N2. En este ultimo grupo los pacientes cT2N2MO son el 72%, los T3N2
el 22% y los T1N2 el 6%. Los pacientes con T1 tienen mejor pronéstico dentro de
este grupo pero debido a su escaso numero tienen poco peso en cuanto al
pronéstico del grupo N2. Los estudios sobre pacientes intervenidos aportan una

supervivencia para el T3N1MO del 25% y para el resto del 23%(54). El estadio IlIA,
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no suele ser susceptible de una aproximacion terapéutica mediante cirugia. A
menudo se plantea un abordaje multidisciplinar, generalmente dentro de un
protocolo, que puede incluir reseccion quirdrgica tras tratamiento con

quimioterapia y/o radioterapia(55-57).

Dentro del estadio IlIB los pacientes con T4N0-1-2MO0 tienen supervivencias
practicamente idénticas a los 5 afios que estan entre el 6 y 8%. Peor prondstico
tiene los N3 con una supervivencia a los 5 afios del 3%(58). En el estadio IIIB se
puede considerar estandar el tratamiento con quimiorradioterpia, aunque se debe
individualizar segun los casos(58).

Los pacientes con estadio IV tienen una supervivencia anecdaética del 1 %
a los 5 afos(50). El estadio IV se trata mediante quimioterapia, tan solo si existe
una afectacion metastasica unica se puede plantear la reseccion radical de la

lesion primaria y de la lesion a distancia(59;60).

3.5 Marcadores moleculares prondésticos en cancer de pulmén.

La aproximacion tradicional a la evaluacion prondstica en el CPCNP, como
en otros tumores solidos del adulto, ha puesto énfasis en el estadio (TNM) de la
enfermedad en el momento del diagndstico. Otros factores que son generalmente
incluidos son estado general del paciente, la pérdida de peso, la presencia o no de
sintomas, el tamafo del tumor, el grado de diferenciacion y el subtipo histolégico.

Sin embargo, durante la ultima década, los avances en el conocimiento de la

18
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biologia molecular del cancer de pulmén han generado importante informacién
sobre otros factores potencialmente determinantes de prognosis (61;62).

De esta manera, los genes criticos del cancer se agrupan en dos grandes
clases, en funcion de si el riesgo de cancer se produce por un exceso de actividad
de su producto génico (ganancia de funcion) o por su falta de actividad (pérdida de
funcién). Los genes del primer tipo se denominan proto-oncogenes y el gen
hiperactivo resultante debido a una mutacidén oncogén. Los genes del segundo tipo
se llaman genes supresores de tumores(63).

3.5.1 Proto-oncogenes.

EGFR. EI EGFR es el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF)
de 170 kDa cuyo dominio extracelular contiene dos zonas ricas en cisteina(64), un
dominio catalitico y un extremo carboxi-terminal con ocho residuos de tirosina.
Después de su interaccion con el ligando EGF, la tirosinquinasa localizada en el
dominio intracelular del receptor es activada produciéndose la autofosforilacion del
mismo lo que desencadena una cascada de sefales que implica a ras, raf y las
quinasas activadas por mitdgenos (MAPK). El papel del EGFR en carcinogénesis
fue demostrado inicialmente mediante la sobreexpresion del receptor en células de
la linea de fibroblastos NIH3T3. Esta linea se utilizaba para generar xenoimplantes
en ratones atimicos, demostrandose la formacion de tumores tras estimulacién
con EGF(64). La sobreexpresion de este gen se ha correlacionado con CPCNP
avanzado en algunos estudios (65-67), aunque de nuevo los resultados son
controvertidos sin que exista ninguna publicacion que se atreva a establecer la

determinacion del EGFR como superior al sistema TNM. En 1997 se analizo la
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expresion de EGFR y TGF-a, encontrandose en el andlisis multivariante solo
correlaciéon entre el estadio y el prondstico (68). En un segundo estudio de 1997
tan solo la extension tumoral demostré correlacion con el prondstico (p=0,0008
para la supervivencia y p=0,0007), mientras que ninguno de los marcadores
inmunohistoquimicos, entre los que se encontraba el EGFR demostraron
correlacién alguna(69). El tercero se trata de un estudio japonés en el que de
nuevo no se hallé relacion con prondstico(70). En 1998 se realizd el analisis
mediante inmunohistoquimica sobre 121 pacientes observandose peor prondstico
en los que expresaban EGFR en el analisis univariante, pero no asi en el
multivariante(65). Posteriormente se publicé un estudio en el que la expresion de
EGFR afiadia una tendencia al peor pronéstico (p=0,176) aunque la coexpresion
con el HER2 era un claro factor de peor pronéstico (p=0,03). Por ultimo un estudio
publicado en el 2003, analiza la expresién mediante inmunohistoquimica y FISH,
encontrandose una tendencia negativa (no estadisticamente significativa) entre el
numero de copias por FISH y el prondstico(67).

Recientemente, las mutaciones en el dominio tirosin-quinasa han adquirido
un interés creciente, ya que tienen un papel en el desarrollo neoplasico y en la
respuesta a farmacos inhibidores de la actividad tirosin-quinasa (TK) de este
receptor. En mayo 2004, dos grupos demostraron la presencia de mutaciones
somaticas en los exones 19 y 21, que corresponden al dominio TK, en la mayoria
de los pacientes que responden a los inhibidores de la actividad TK del

EGFR(71:72).
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En resumen, la determinacion del EGFR actualmente no es capaz de
predecir pronostico, a pesar de que la utilizacion de terapias dirigidas frente al

dominio TK mutado parecen ser eficaces, en ese subgrupo de pacientes.

Proto-oncogen K-ras y expresion de p2lras. Los genes de la familia ras
estan expresados en la practica totalidad de las células de los mamiferos. El
interés y estudio de las proteinas ras aumenté tras el descubrimiento de
mutaciones de protooncogenes ras en tumores humanos.

No se ha descrito ninguna diferencia funcional entre las tres proteinas ras
(K-ras, H-ras y N-ras). En su forma activa, estan unidas a través del residuo
Cys186 a la cara interna de la membrana celular mediante un lipido isoprenoide, el
radical farnesilo. Esta unién es catalizada por la enzima farnesil transferasa (FT).
Como todas las proteinas G, la actividad de la proteina ras esta reguladas por la
uniéon e hidrdlisis de nucledtidos de guanina. En ausencia de estimulacion, la
proteina Ras se encuentra inactiva en el citoplasma y unida al nucleétido difosfato
de guanina o GDP. Esta proteina se activa cuando intercambia el GDP por GTP.
Este paso esta regulado por tres familias de proteinas distintas: los llamados
factores intercambiadores de nucleétidos o GEF (Guanine nucleotide exchange
factors), los GDIs (Guanine disociation inhibitors), GAPs (GTPases activating
proteins). Tras desencadenar la cascada de efectores el GTP es hidrolizado por la
propia proteina Ras que tiene actividad GTPasa volviendo al estado inactivo.

Tanto las mutaciones del gen ras que produzcan proteinas con escasa

actividad GTPasa, como las que aumentan los niveles de GEF incrementan la
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cantidad de Ras-GTP, y por tanto su funcion transmisora de la sefial mitogénica
generada en la membrana celular.

Ras adquiere este potencial transformante por mutaciones en codones
como el 12 el 21 y el 61 que implican aminoacidos en unién a los grupos fosfato
de GDP/GTP(73).

En la mayoria de los estudios las mutaciones en ras se asocian a
adenocarcinomas(74-76). Las mutaciones activadoras del oncogén K-ras pueden
representar factor pronéstico adverso en adenocarcinomas de pulmon resecables.
Por ejemplo, en un estudio dénde se determind la mutacion puntual de K-ras en el
codon 12 se observd como 12 de los 19 pacientes con dicha alteracion murieron
durante el seguimiento mientras que solo lo hicieron 16 de los 50 pacientes sin
dicha mutacion (p=0,002) (77). En un meta-analisis publicado en el ano 2005 que
evaluaba 28 estudios sobre mutaciones en K-ras concluyé que este oncogén se
puede considerar un factor prondstico negativo en cuanto a supervivencia en
CPCNP globalmente (HR= 1,35 1C95%:1,16-1,56), en adenocarcinoma en
particular(HR 1.59; IC 95% 1.26-2.02) y cuando se utiliza PCR para su
determinacién (HR 1.40; 1C95% 1.18-1.65) ya que esto no ocurre con la
determinacién de inmunohistoquimica (HR 1.08; 1C95% 0.86-1.34). Existen
también numerosos estudios en los que no se ha encontrado una relacion
pronéstica (65;76;78-80). Asi Lu et al no encontraron correlacién en 94 pacientes
estadio | entre el prondstico y el oncogén K-ras determinado por PCR (p=0,889).

Por todo ello el papel de este oncogén como factor de mal pronéstico permanece
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controvertido. Otro estudio analizé 1800 casos sin que se observara asociacion
entre la presencia del oncogén y prondstico(52).

C-met. Existen estudios que han implicado al receptor del factor de
crecimiento de hepatocitos (c-met) en la biologia del CNMP. Asi, c-met esta sobre-
expresado en el 72% de los adenocarcinomas (81) mientras que las variantes
epidermoides expresan una forma deleccionada en la regién 5- 3’ (82). Existen
datos que sugieren que este receptor, de forma similar a lo que ocurre con otros
receptores de factores de crecimiento, en ocasiones puede estar activado de
forma constitutiva sin precisar el estimulo del factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF) (82). Sin embargo, es la sobre-expresion de su ligando, HGF, la que se ha
sugerido como factor de mal prondstico en este escenario clinico (83).

Bcl-2. Protooncogen cuyo producto la proteina bcl-2 suprime la muerte
celular programada (apoptosis). Un 22-56% de las neoplasias de pulmén
presentan sobreexpresion de esta proteina antiapoptética(84-91). Su relevancia no
ha sido aclarada, pero en un meta-analisis del 2003, que analizaba 28 estudios
concluyod que la sobre-expresion de este gen se asociaba con un mejor pronéstico
con una HR:0,5 1C95%: 0,39-0,65(92).

Genes supresores de tumores.

P53. La proteina p53 interviene en el control del ciclo celular y de la

replicacion y reparaciéon del ADN, mantiene la estabilidad gendmica, activa la

apoptosis y participa en la respuesta celular a agente externos nocivos(93).
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La tasa de mutaciones detectadas esta entre el 20 y el 60% de todos los
casos de CPCNP(93;94). Estas son mas frecuentes en tumores asociados con el
tabaquismo como los carcinomas epidermoides(95;96).

La relacion entre las mutaciones de p53 y supervivencia en los pacientes
con CPCNP sigue sin estar claro a pesar de anos de estudio. Uno de los
principales problemas es la heterogenicidad metodologica para detectar la
presencia de mutaciones en este gen. Anomalias en p53 se han encontrado
mediante secuenciacion de ADN y deteccion de expresidn proteica mediante
inmunohistoquimica. La semivida de p53 natural es muy corta por lo que solo se
observan las formas mutadas, ya que estas no se degradan lo que permite su
acumulacion a nivel nuclear y su posterior visualizacidn mediante técnicas de
inmunohistoquimica. Los analisis con ambas técnicas también han dado lugar a
datos contradictorios en términos de supervivencia.

Asi dos meta-analisis han explorado la influencia de las mutaciones de p53
0 su sobreexpresion en cuanto a pronéstico (97;98). En el primero se encontré un
peor prondéstico en cualquier estadio (HR:1,44 con IC95%: 1,2-1,72). En el
segundo el impacto negativo solo se encontr6 en los adenocarcinomas
(P=0.0000039 mediante estudios de proteina P=0.000031 mediante estudios de
ADN) pero no en los epidermoides (P=0.4241 y P=0.8864 respectivamente)

Las razones para estas diferencias entre los distintos estudios no estan
totalmente esclarecidas. La mayoria de estos estudios son retrospectivos,
limitados por un pequefio tamafno muestral, poblaciones heterogéneas, presentan

sesgos de seleccién, e incluso medidas de deteccion de mutaciones de p53 no
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validadas. Incluso la secuenciacion directa del gen, si se limita a los exones 5 al 9,
puede no detectar hasta un 17% de las mutaciones en p53(99).

Gen del retinoblastoma. El gen Rb esta localizado en el cromosoma
13q14.11, codifica para una proteina nuclear de 928 aminoacidos que se identifico
por primera vez en pacientes con retinoblastoma. La proteina Rb interviene en el
punto de restriccion R al final de la fase G1 del ciclo celular. Los niveles de Rb no
se alterna significativamente durante el ciclo de divisién, pero si su grado de
fosforilacién, que modula su actividad. Durante las fases g0 y g1, la proteina Rb
esta poco o nada fosforilada, mientras que al final de la fase G1 o en el inicio de la
S es fosforilada en multiples aminoacidos por las quinasas dependientes de
ciclinas (CDK). Al final de la fase M de mitosis, la proteina Rb vuelve a su estado
hipofosforilado como resultado de accién de las fosfatasas. Su nivel de
fosforilacion modula su interaccién con los E2F (1,2 y 3), unos factores de
transcripcion necesarios para la progresion de la fase S, que se unen a
secuencias TTTCGCGC. Cuando su nivel de fosforilacion es bajo se mantiene
unida a E2F impidiendo su accion, cuando su nivel es elevado E2F se libera y es
capaz de activar genes que son cruciales para la proliferacion celular como los
que codifican las enzimas timidina quinasa (timidilato sintetasa, dihidrofolato
reductasa y ADN polimerasa o). Existen dos vias de inactivacion de la ruta de Rb:
por mutaciones del propio gen o alteraciones en la proteina p16INK4A por
inactivacion epigenética mediante hipermetilacion. Mutaciones en este gen tan
solo aparecen en el 15% del CPCNP y parecen asociarse a un peor

prondstico(100;101). En un estudio se identifico la perdida de expresion de la
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proteina RB en 24 de 101 pacientes que habian sido intervenidos de cancer de
pulmoén en estadios precoces, y se verificd que los tumores con ausencia de esta
proteina tenian una peor mediana de supervivencia (32 meses frente a 18 meses,
p:0.007).

Las mutaciones de Rb pueden actuar de modo sinérgico con otras
anomalias moleculares a la hora de empeorar el prondstico de los pacientes con
cancer de pulmon. Por ejemplo se ha comunicado que los tumores con
alteraciones del Rb a los que se asocian anomalias en p53 tienen una peor
supervivencia (12 meses para los Rb-/p53+ frente a 41 meses los RB+/p53-,
p=0,005)(100). Sin embargo, no todos los estudios han demostrado una
asociacion entre peor prondéstico y ausencia de expresion de Rb (102;103).

P16INK4A y P15INK4B. Los genes P16INK4A y P15INK4B codifican para
proteinas que intervienen en la regulacién del ciclo celular, en particular en el
“checkpoint” G1 inhibiendo la CDK4, impidiendo la progresion de G1 a S(104;105).
La pérdida de P16INK4A por mutacion, deleccion o hipermetilacion aberrante del
promotor(106) libera esta CDK de su inhibicién, permitiendo la fosforilacion
constitutiva de Rb y la inhibicién de la supresion del crecimiento. Los CPCNPs Rb
positivos tienen una proteina p16 indetectable o a muy bajo nivel, mientras que los
Rb negativos si que presentan p16 incluso de manera abundante(107). Parece
que la relacidon con peor prondstico esta presente en los pacientes con carcinoma
epidermoide (p=0,024) (108). Sin embargo, como se ha podido observar en los
otros genes mencionados, existen otras publicaciones que han sido incapaces de

demostrar su asociacion con un peor pronostico(102;109).
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Rutas relacionadas con invasiéon tumoral.

La interaccion entre las células neoplasicas, la matriz extracelular y la
membrana basal es un evento critico en el proceso de invasion tumoral vy
diseminacion. La matriz extracelular esta compuesta de la membrana basal y otras
grandes moléculas que sirven de asiento a la misma. Los componentes mas
importantes son: colageno tipo IV, laminina y proteoglicanos de heparan-sulfato.

La degradacion de la matriz extracelular, especificamente el colageno tipo
IV, es un proceso muy dinamico que depende de la produccion de matriz y de la
sintesis y activacion de proteasas e inhibidores de éstas. De las ocho familias
implicadas, dos familias de proteinasas son las mas importantes en este proceso:
el activador del plasminégeno (PA) y las metaloproteinasas de la matriz (MMP).

Activador del plasminégeno. El plasmindgeno, proenzima de la activa
plasmina, puede ser desprendido de la matriz mediante el activador tisular del
plasminégeno (t-PA) o el activador del plasminégeno tipo uroquinasa (UPA). Tanto
la fibronectina, la laminina, la fibrina como el colageno tipo IV pueden ser
degradados por proteolisis mediante la plasmina. Se han descrito al menos 4
inhibidores de PA: inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1), PAI-2,
nexinas-proteasa y a2-antiplasmina.

El balance entre activadores e inhibidores del plasminégeno es el que
mantiene la normal homeostasis de la matriz extracelular. Una vez que este
equilibrio se rompe como ocurre en el crecimiento maligno, se pueden producir

metastasis(110). Como ejemplo una abundancia de activadores, que se expresan
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en gran cantidad en los CPCNP(111), pueden revertir la influencia de los
inhibidores, permitiendo atravesar la matriz provocando la diseminacion
metastasica posterior(112).

En un estudio sobre 137 CPCNPs analizados por inmunohistoquimica, la
mediana de supervivencia era de 60 semanas frente a 111 segun fueran los
pacientes uPA positivos o negativos respectivamente (p=0,018)(113). Sin embargo
al menos existe un articulo que no ha sido capaz de demostrar esta
correlacion(111).

Metaloproteinasas de la matriz (MMP). Son enzimas implicadas en degradar
y remodelar la matriz extracelular. Estas moléculas tienen un importante papel en
el comportamiento metastasico de los tumores(114). Se han descrito 11 MMPs,
que se liberan como proenzimas inactivadas que son activadas en el medio
extracelular. Se han clasificado en cuatro grupos dependiendo de sus sustratos:
colagenasas intersticiales, estromalisinas, gelatinasas (colagenasas tipo IV) y
matrilisinas. Los sustratos de las MMPs son: colagenos fibrilares del hueso, piel e
intersticio y los colagenos no fibrilares como la laminina y la fibronectina,
componentes de la lamina basal(115;116).

Existen varias moléculas capaces de inhibir su accién entre las que
destacan los inhibidores tisulares de MMPs (TIMPs). TIMP-1 en una proteina que
se une de forma irreversible a las MMPs con una estequiometria 1:1 molar. Se
considera que funciona como un gen supresor de metastasis(117). TIMP-2

bloquea la actividad de todas las MMPs activadas. La funcion de TIMP-3 esta
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menos estudiada. La importancia de estas moléculas se ha estudiado en modelos
“in vitro” y animales.

Multiples MMPs vy sus inhibidores se expresan en el CPCNP y en algunos
estudios se ha establecido una correlacion entre su sobreexpresion y peor
pronostico. En una comunicacion sobre 90 pacientes con cancer de pulmén, bajos
niveles de de MMP se asociaban una mayor supervivencia al afio (56% frente a
31%, p<0.05)(118).

Angiogénesis.

La induccidon de angiogénesis (formacion de nuevos vasos sanguineos) es
un importante mecanismo que permite la proliferacién tumoral y el desarrollo de
metastasis(119). En los tumores, el proceso angiogénico es complejo e implica a
multiples factores. La regulacién de la angiogénesis implica la participacion tanto
de agentes promotores como inhibidores siendo el balance resultante el que dé
lugar a un fenotipo altamente vascularizado o no. La angiogénesis parece ser un
importante factor prondstico negativo en los CPCNP operados(120-127), aunque
no ha podido ser confirmado en todos los estudios(69;128). La utilizacion de este
proceso como diana terapéutica en el cancer de pulmén ha sido ratificado por un
reciente estudio Fase Ill que parece mejorar el numero de respuestas al anadirse

a la quimioterapia tradicional un farmaco antiangiogénico(129;130).

Perfiles derivados de estudios con tecnologias de alto rendimiento.

Los estudios realizados con marcadores aislados nos ofrecen una vision

parcial de la realidad biolégica del CPCNP. Por ello, el desarrollo de las
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tecnologias de alto rendimiento ha suscitado un interés creciente en el analisis
pronéstico del CPCNP. Asi, el primer estudio con microarrays que ofrecié
marcadores de pronostico en CNMP fue realizado por Garber y col(131). En este
estudio, que no se disefid con la intencidn de identificar marcadores prondsticos,
estudiaron 67 muestras tumorales obtenidas de 56 pacientes, con seguimientos
durante al menos 5 afos, mediante microarrays de ADNc que incluia 24000
secuencias. ldentificaron, mediante algoritmos de agrupacién jerarquica de genes,
patrones de expresion que permitian separar diferentes subtipos histolégicos. Los
pacientes diagnosticados de carcinoma de célula grande presentaron sobre-
expresion de genes tales como HMGI(Y), el antigeno 1 relacionado con Fos y el
activador tisular del plasminégeno. Entre los genes poco expresados en este
grupo destacaron la cadherina E y la plakoglobina, que estan implicadas en
adhesion celular, lo cual es biolégicamente plausible en sistemas neoplasicos que
han perdido la adhesividad celular. Otros genes claramente asociados en su
expresion a las células epiteliales, tales como laminina, el receptor 1 del dominio
discoidina, CATX-8, el transductor 1 de senales de calcio asociado a tumores, el
factor de transcripcion ets asociado al epitelio y las claudinas 4 y 7 también se
encontraron reprimidos. Todo ello sugeria una transicion epitelio- mesénquima.
Ademas, PAX8 se encontré regulado negativamente, destacando el papel
potencial que podria tener en la adquisicion del fenotipo mesenquimal observado
en este subtipo histolégico de carcinoma de pulmén. De este modo y teniendo en
cuenta la dificultad diagnéstica que, desde el punto de vista histolégico, tiene esta

variante tumoral se apuntd hacia la posibilidad de un posible apoyo diagnéstico
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fundamentado en este patron de expresién génica. Los pacientes diagnosticados
de carcinoma epidermoide expresaron, como era de esperar, las citoqueratinas 5,
13 y 17 entre otros. En pacientes diagnosticados de adenocarcinomas sugirieron
tres perfiles asociados a curvas de supervivencia con diferencias estadisticamente
significativas. Asi el surfactante A1 se expresé con gran intensidad en los
subgrupos 1 y 2 de adenocarcinomas mientras que se encontré reprimido en el
subgrupo 3 y en los demas subtipos histologicos. En este mismo sentido, las
proteinas de liquido surfactante B y C, ademas de la pronapsina A, se
correlacionaron en su expresion con el surfactante A1 asi como con el factor 1 de
transcripcion tiroidea (TTF1) en los subgrupos de adenocarcinomas 1 y 2. El
subgrupo 3 compartia con los subgrupos 1 y 2 expresion de genes implicados en
ciclo celular tales como p16 entre otros, mientras que con el subgrupo de
carcinomas de célula grande compartia genes implicados en el remodelado tisular
asi como VEGF-C y otras proteinas implicadas en angiogénesis. Tal y como
hemos comentado, el andlisis de supervivencia por subgrupos demostrd
diferencias estadisticamente significativas entre todos ellos. Sin embargo, un
analisis en profundidad de este estudio demuestra que en el grupo con una menor
supervivencia (n=8) se encuentran al menos 6 pacientes con estadios Ill y IV,
mientras que en el grupo con mayor supervivencia 5 de 11 pacientes fueron
incluidos con estadios patologicos |I. Todo esto sugiere la posibilidad de que el
estadio TNM esté ejerciendo un influjo moderador sobre la supervivencia de cada
grupo y que los perfiles de expresion reflejen exclusivamente el estadio avanzado

0 precoz de cada paciente. Sin embargo el exhaustivo analisis de los perfiles de
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expresion observados por estos autores hacen de este articulo el punto de partida
de la prediccidon clinica en carcinoma de pulmon basada en gendmica de alto
rendimiento.

Bhattacharjee et al(132) analizaron 186 carcinomas de pulmén (127
adenocarcinomas, 21 carcinomas epidermoides, 20 tumores carcinoides
pulmonares y 6 carcinomas microciticos) y 17 controles de pulmén normal
mediante microarrays de oligonucledtidos que correspondian con 12600
secuencias de transcritos. De forma similar a lo observado por Garber, demostrd
que era capaz de diferenciar subtipos histolégicos a través de los perfiles
genéticos empleando para ello los 3.312 transcritos con mayor variabilidad de
expresion. ldentificaron cuatro subtipos de adenocarcinomas a través de métodos
de interpretacion de arrays tales como la agrupacion jerarquica o probabilistica.
Asi el grupo de genes denominado C1 (por “cluster” 1) incluia genes con aumento
en su expresion y que estaban relacionados con la proliferacion y la division
celular. El grupo C2 se caracterizé por un grupo de genes que se correspondian
con marcadores neuroendocrinos. El grupo C3 consistia en genes incluidos en C2,
en muestras de pulmones normales y algunos genes incluidos en C4. En C4 se
incluyeron marcadores de neumocitos tipo Il tales como TTF1 y las proteinas del
surfactante pulmonar SFTPB, SFTPC y SFTPD. Todos aquellos tumores que
expresaron los genes incluidos en C2 presentaron una menor supervivencia global
(mediana de supervivencia 21 meses) frente a aquellos tumores que no se
incluian en este grupo (mediana de supervivencia 40.5 meses, p<0.005). Por otro

lado, aquellos tumores con el perfil de expresion evidenciado en el grupo C4
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tuvieron una mejor supervivencia (mediana de supervivencia 49.7 meses) que
aquellos que no se incluyeron en este grupo (mediana de supervivencia 33.2
meses p<0.05). Nuevamente, cuando se aplican los perfiles de expresiéon sobre
pacientes en el mismo estadio quirurgico, no se alcanza en ningun momento la
diferencia estadisticamente significativa, por lo que es posible que en el proceso
de agrupamiento de genes para configurar un perfil concreto ciertos genes sean
reflejo del estadio. Asi, el sistema TNM persistia como mejor indicador de
pronostico.

Wigle et al (133) analizaron 39 pacientes con un seguimiento minimo de 1
ano mediante arrays de ADNc que incluian 2899 genes. Durante el seguimiento 24
pacientes presentaron recurrencia local o a distancia mientras que los 15 restantes
permanecieron libres de enfermedad. Ambos grupos (en recaida y libres de
enfermedad) presentaron unas caracteristicas basales en relacion al sexo, edad,
subtipo histoldgico y periodo de seguimiento similares, aunque existia un numero
mayor de pacientes en estadio Il distribuidos uniformemente en ambos grupos. Sin
embargo, no encontraron ningun perfil de expresion asociado al estadio tumoral.
El analisis no supervisado tras la agrupacion jerarquica demostré diferencias en
los perfiles de expresion entre ambos grupos. Asi, la curva de supervivencia
obtenida por el método de Kaplan-Meier objetivd estas diferencias con valores
estadisticamente significativos (p= 0.0022). Utilizando el modelo de Cox de
riesgos proporcionales, determinaron que la expresion de 22 genes entre los 2899
analizados era suficiente para evidenciar tales diferencias en el subgrupo libre de

enfermedad. Entre estos 22 genes, 15 ya estaban codificados por el sistema
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Unigene (HPCAL-4, GDI-alfa, el receptor alfa de interleuquina 20, el miembro 3 de
la familia A de la proteina nucleolar NOLA3, el componente SRB7 de la
holoenzima ARN polimerasa Il, la protein-quinasa homologa a Wee1+ de S.
Pombe, PRSS25, C40, HLA-DQB1 y DC6 asi como los genes Hs32501, Hs12294,
Hs83575, Hs268053 y Hs12758), mientras que los 7 restantes estaban pendientes
de caracterizar. De forma similar a los estudios previamente citados, cuando se
agrupaba a los pacientes por estadios, el peso estadistico del sistema TNM
borraba cualquier sugerencia de estratificacion prondstica por estos perfiles
genicos.

Beer et al (134) disefid un estudio para identificar genes predictores de
supervivencia en pacientes con CPCNP operados. Para ello incluyé 86 pacientes
agrupados en estadio | (n= 67) y en estadio Il (n=19) junto con 10 muestras
control y los estudidé con microarrays de oligonucleétidos. Determinaron la
abundancia de transcritos en funcion de un protocolo de normalizacion para, en un
segundo momento, eliminar del analisis final a todos aquellos genes con niveles
bajos de expresion, esto es por debajo del percentil 75. De esta forma evitaban el
efecto deletéreo que los genes con niveles bajos de expresion podrian ejercer
sobre el analisis final. Al contrario que los estudios anteriores, el método de
agrupamiento empleado por Beer solo objetivd posibilidades de agrupar
estadisticamente los perfiles de expresion con el diagndstico histoldgico en el
subgrupo de pacientes con carcinoma bronquiolo-alveolar. Probablemente este
hecho se correlaciona con que la mayoria de los pacientes incluidos en este

estudio estaban diagnosticados de adenocarcinoma sin precisiones sobre
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subgrupos histologicos, excepto la mencionada sobre los tumores bronquiolo-
alveolares. Evaluaron 4966 genes, de los cuales 967 diferian en términos de
expresion diferencial entre los pacientes en estadio | y en estadio Ill. Este nUmero
de genes excedia con mucho lo que seria de esperar exclusivamente por el azar
(248 en un nivel de alfa de 0.05). Asi, validaron por northern-blot y por
inmunohistoquimica los resultados obtenidos en tres genes seleccionados al azar:
IGFBP3, cistatina-3 y LDH-A, cuyos datos apoyaron la fiabilidad de los obtenidos
por arrays de oligonucleétidos. Para identificar nuevos genes predictores de
comportamiento neoplasico aplico dos sistemas equivalentes pero independientes
de “training” y “testing” (estos sistemas son métodos estadisticos de agrupacién de
variables obtenidas por metodologias de alto rendimiento; de esta manera, en un
primer momento se seleccionan un grupo de variables partiendo de todos los
datos obtenidos desde un numero concreto de situaciones clinicas — training- para
en un segundo momento testar estas variables identificadas previamente sobre
una muestra mas amplia- testing-). El sistema empleado por Beer se fundamenta
en la seleccién progresiva de un numero de genes mayor (10, 20, 50, 75, etc) y
establece en cada nivel la correlacion con la supervivencia de ambos grupos
(buen y mal prondstico), hasta encontrar un numero concreto de genes que seria
el que tendria mayor poder estadistico para diferenciar a los subgrupos de buen y
mal prondstico. Asi identificdé los 50 genes con mayor peso estadistico para
obtener dos grupos de pacientes con adenocarcinomas en estadio | con buen y
mal prondstico. Ademas, aplicé este grupo de genes a los pacientes en estadio |

del estudio de Bhattacharjee obteniendo los mismos resultados. Demostré por
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tanto que un estudio bien disefiado era capaz de obtener un perfil genético con
suficiente poder estadistico como para, en un futuro, tomar decisiones
terapéuticas fundamentadas en el mismo.

La determinacion de perfiles de genes capaces de guiar las decisiones
clinicas necesita de una validacion en ensayos clinicos prospectivos. La inclusion
de estudios sobre perfiles genéticos y proteicos en los sucesivos ensayos clinicos,
y el analisis de estos mismos perfiles en los pacientes que reciben los tratamientos
estandar, proveeran al clinico, en un futuro préximo, de la informacidon necesaria
para conseguir decisiones encaminadas a individualizar el tratamiento de los

pacientes con cancer de pulmon.

Los datos expuestos anteriormente, demuestran que tanto el analisis
aislado de genes o proteinas como el uso de tecnologias de alto rendimiento son
incapaces de ofrecer un valor prondstico superior al TNM. Ademas, ningun
tratamiento podria fundamentarse en esos datos sin la presencia de estudios
prospectivos que los avalen.

Asi pues es evidente la necesidad de redisefiar las estrategias de
exploracion de marcadores prondsticos en CPCNP sobre dianas con mecanismos

fisiopatoldgicos distintos a las ya evaluadas.
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3.7 Colina-quinasa.

El gen que codifica la enzima colina-quinasa (Chok) se ha identificado
recientemente como un oncogén. Esta enzima cataliza la sintesis de fosfocolina
(PCho) a través de la fosforilacion de colina (C) en una reaccion estrictamente
dependiente de ATP y magnesio. Es la primera reaccién de fosforilacién del ciclo
de citidinfosfatasa-colina, también conocido como ciclo de Kennedy(135). El
objetivo final de este ciclo es el recambio de uno de los principales fosfolipidos de
la membrana celular, que es la fosfatidilcolina(136). Asi, tanto la integridad global
de las membranas celulares como la produccion de éstas durante los procesos de
divisién celular dependen del adecuado funcionamiento de este ciclo y de su
primer enzima, colina-quinasa. En esta enzima también reside la capacidad de
fosforilar otros sustratos diferentes a la colina tal y como se ha objetivado al
evidenciar actividad quinasa sobre etanolamina desde fuentes de Chok purificadas
desde células de mamiferos o de sus productos recombinantes(137;138).

Se han descrito dos genes que codifican para las distintas variantes de esta
enzima con homologias cercanas al 60%(139). Por un lado, Chok-alfa contiene 13
exones y esta situado en el cromosoma 11913.2, codificando para dos isoformas
producidas por “splicing alternativo” (Chok-alfal y Chok-alfa2). Asi, el exén IlI"” se
transcribe en la isoforma alfa-2 mientras que esta ausente en la isoforma alfa-1.
Las proteinas que se traducen poseen 457 y 439 aminoacidos respectivamente.
Por otro lado, el gen situado en el cromosoma 22q13.3 codifica para Chok-beta y
posee 11 exones (carece de los exones II'y 1I"") traduciendo una proteina de 394

aminoacidos.
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Recientemente se ha evidenciado una importante sobre-expresion de esta
enzima en diversas lineas celulares de carcinoma de pulmoén, sin que existan
hasta la actualidad datos clinicos que la impliquen en ninguna fase de esta
neoplasia(140).

Existen distintas evidencias que demuestran que, tanto la exposicion celular
a factores de crecimiento o a carcinégenos quimicos como la activacion de ciertos
oncogenes, estimulan la formaciéon de PCho intracelular(137;141). Sin embargo,
este incremento en la concentraciéon global de PCho podria tener diversos
origenes ya que existen varias rutas desde las cuales se genera PCho. Asi, tanto
la actividad de Chok sobre colina como a través de la actividad de una enzima
denominada esfingomielinasa que cataboliza la reaccion de escision de
esfingomielina en PCho y ceramida, son capaces de inducir este aumento. Sin
embargo, PCho es un metabolito lipidico poco difundible entre membranas por lo
que la modificacion de la concentracion de PCho a uno y otro lado de la
membrana no tiene por qué tener influjo directo entre ambos

compartimentos(137).
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Figura 1. Modulacién del metabolismo de PCho por proteinas

Ras(142).

toac <€ fra

Proliferacion
Transformacio

celular

PC

DAG
olinofosfotransferasa

1,2-DAG

CMP

CDP-Cho

Colino-fosfatasa PpPj
" PCho Citidil-transferasa

39



Introduccioén

El aumento de la concentracion de fosforilcolina promueve la mitosis
celular. Las primeras evidencias que se obtuvieron acerca de la implicacion del
producto de colina-quinasa en mitosis, derivaron de la observacion de un
incremento en la sintesis de ADN por parte de fibroblastos inmortalizados tras
suplementar el medio de cultivo con fosforilcolina (143). Por otro lado, cuando
estas células eran estimuladas con el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) o con el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) se inducia un
incremento en la sintesis de PCho, la cual era inhibible en presencia de
hemicolinium-3. Este inhibidor de colina-quinasa también reducia el efecto
mitogénico de los factores de crecimiento previamente expuestos. Finalmente,
todo ello era parcialmente reversible bajo suplementos exdégenos de
fosfocolina(144).

Ante estos datos se analizd el papel que en mitosis podia jugar Chok
induciendo su sobre-expresion en distintos modelos. Por un lado, aquellas células
con sobre-expresion de Chok presentaron mayor tasa proliferativa que sus parejas
sin modificar. Sin embargo, de forma sorprendente se demostr6 que un
incremento en la concentracién intracelular de PCho no se asociaba a un aumento
proporcional de fosfatidilcolina por lo que era poco probable que el “pool”
generado de PCho estuviera implicado en la sintesis de fosfolipidos de membrana.
Ademas, en estas células con actividad Chok incrementada, el estimulo por IGF-1
aumenta sus efectos sobre mitosis, por lo que se ha sugerido que la fosfocolina

podia ser un segundo mensajero del efecto de IGF-1 sobre la division celular(142).
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Por otro lado, la PCho del compartimiento extracelular parece jugar un
papel mitogénico aunque mediado por distintos sistemas de transduccidn de
senales. Por un lado, en presencia de insulina y ATP, la fosfocolina extracelular
termina estimulando la sintesis de ADN por una ruta sensible a rapamicina, que
podria implicar a la quinasa S6/p70. Por otro lado, en presencia de bombesina y
de zinc la sintesis de ADN seria dependiente de la ruta de las MAP quinasas
(145). Ademas, los productos del metabolismo de la esfingosina, esfingosina-1-
fosfato (S1P) y esfingosilfosfocolina (SPC), estimulan de forma sinérgica con
PCho la division celular en fibroblastos (146;147). En el caso de S1P existe un
receptor especifico que, bajo ciertas condiciones, también podria ser activado por
SPC, que podria ser el mediador de la transduccién de la sefal al interior de la
célula.

Esto sugiere que el efecto de Chok sobre el ciclo celular y la promocion de
la mitosis parece depender del incremento de la concentracion de su producto,
fosforilcolina.

La colina-quinasa, principal fuente de PCho intracelular, es activada a
través de distintos sistemas intracelulares de transduccion de sefales. Esta
activacion puede estar mediada por distintos sistemas de senalizacion entre los
que destaca ras, a través de Ral GDS, PI3K (figura 1) y la quinasa ROCK. Esta
ultima enzima es efectora de RhoA y estd implicada en los cambios de
citoesqueleto, transformacion celular y promocion de las metastasis asociadas a la
actividad de esta GTPasa homologa a ras. Ademas, la coexpresiéon de Chok y

RhoA induce un importante aumento en la tasa proliferativa del tumor(135;142).
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El cancer de pulmén es una enfermedad con una alta letalidad y los
tratamientos son de eficacia limitada en cualquier situacion clinica. Por ello,
debemos establecer un sistema prondstico que nos permita no excedernos a la
hora de tratar pacientes potencialmente curados, y buscar nuevas alternativas
terapéuticas en aquellos en los que sabemos que con los tratamientos actuales no
obtendran un resultado positivo.

Los sistemas de estratificacion prondstica han sido estudiados con
profundidad en los ultimos afios sin conseguir un sistema que mejore la oferta
predictiva del TNM. Ademas, los nuevos avances en biologia molecular tampoco
han permitido la incorporacion de nuevas dianas dentro de los sistemas de
clasificacion prondstica. Por ello, son necesarios nuevos datos sobre nuevas
moléculas que puedan jugar un papel clave en la biologia molecular del cancer de
pulmén. Chok es un nuevo oncogén implicado en la sintesis de fosfolipidos de
membrana y cuya actividad esta profundamente asociada a la actividad de Ras y
otros efectores oncogénicos del cancer de pulmén. En otros tumores diferentes al
cancer de pulmén ha demostrado su importante implicacion funcional, por lo que

es necesario obtener nuevos datos en tumores como el carcinoma de pulmoén.
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Figura 2. SefAalizacion de la via de ras a través de ral-GDS(142).

..ﬁ....................
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4. Hipotesis y objetivos.
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4, Hipoétesis de trabajo y objetivos.

El CPCNP puede ser tratado con éxito mediante reseccion quirurgica cuando
se encuentra localizado. En el caso de la enfermedad localmente avanzada, la
quimioterapia basada en el cisplatino es efectiva, consiguiendo mejorar la
supervivencia y la calidad de vida. En la enfermedad avanzada el empleo de
combinaciones de dos farmacos quimioterapicos es la mejor opcion terapéutica.
Los recientes avances en el uso de farmacos antiangiogénicos y el mejor
conocimiento del receptor EGFR y la poblacion susceptible de responder al
tratamiento de farmacos contra esta diana, esta permitiendo mejorar la evolucion
de determinados pacientes con cancer de pulmén (aquellos con histologia no
epidermoide o con mutaciones del EGFR que sensibilizan frente al uso de
pequefias moléculas frente a este receptor). Sin embargo, la supervivencia global
de este tipo de enfermedad ha pasado de ser de un 15% a un 16% en los ultimos
20 anos(52). Esta situacion demuestra la necesidad de definir lo mas finamente
posible la situacion de la enfermedad en cada enfermo. La heterogeneidad de los
pacientes incluidos en cada estadio y su dispar prondstico y evolucion, esta
animando a los distintos grupos investigadores a encontrar nuevos factores
pronodsticos que sean capaces de conducirnos hacia un tratamiento lo mas
personalizado posible.

Hasta el momento actual no se ha establecido ningun factor prondstico capaz
de superar la comparacion con la clasificacion TNM. Choka es la enzima

responsable de la sintesis de PCho, y esta implicada tanto en procesos
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metabdlicos como en proliferacion celular (137;142). Varios estudios han
demostrado su implicacion en el desarrollo de diversos tumores entre los que se
encuentra el cancer de pulmén(140). Recientemente se ha establecido Choka
como un nuevo oncogén que interviene en la transformacion tumoral de las células
humanas, induciendo tumorogénesis “in vivo”(142).

En el presente trabajo se pretende establecer Choko como un nuevo
marcador prondstico molecular que ayude a implementar la clasificacion de los
CPCNPs, con Ila intencion de seguir avanzando hacia un tratamiento
personalizado del cancer de pulmon.

Las hipotesis estadisticas se definieron de la siguiente manera:

- Hipotesis nula: los grupos de enfermos con cancer de pulmoén
definidos por la expresion de Choka no difieren en la supervivencia libre de
enfermedad ni la supervivencia global.

- Hipotesis alternativa: la expresion de Choka establece dos grupos
de enfermos con diferencias en la supervivencia libre de enfermedad y la

supervivencia global.
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El objetivo principal de este estudio es establecer el papel de Choka como
posible nuevo factor prondéstico en el cancer de pulmoén no microcitico. En este
sentido se ha estudiado la posible asociacion de la sobre-expresion colina-quinasa
con grupos de peor pronostico en cuanto a supervivencia libre de enfermedad y
supervivencia global. Como objetivos secundarios se marcaron la posible
asociacion de la expresion de Choka con el resto de variables clinico patolégicas

recogidas.
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5. Material y métodos.

Diseno del estudio.

Se trata de un estudio piloto y retrospectivo en el que se analizaron diversos
datos clinicos y patologicos obtenidos de las historias clinicas de pacientes que
cumplian una serie de criterios de inclusion establecidos con anterioridad a la
recogida de los citados datos. En esta muestra se estudio la expresion de colina-
quinasa mediante qRT-PCR e inmunohistoquimica. Este disefio no permitid la
recogida de nuevos datos en funcién de los resultados obtenidos con el fin de
minimizar las limitaciones propias de un estudio retrospectivo. Los datos clinicos y
patolégicos fueron suministrados de forma independiente y codificados para
garantizar la fiabilidad de los resultados. En todo momento se asegurd la
confidencialidad de los mismos mediante la asignacion de claves numéricas para
la identificacién del sujeto del que provenian los citados datos. Finalmente, todo el
material patolégico que se recogidé fue nuevamente codificado y se garantiz6 la
conservacion 'y devolucion de muestra clinicamente suficiente tras los

experimentos de este estudio.

Pacientes.

Se reclutaron pacientes atendidos en el Hospital Universitario La Paz durante

los afios (2001-2004). A través de la base de datos del Servicio de Anatomia
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Patologica del Hospital Universitario La Paz, y tras obtener la pertinente
autorizacion, se seleccionaron los pacientes que potencialmente podian ser
analizados para su inclusiéon en el estudio, recogiéndose informacion de todos
aquellos que disponian de cualquier muestra tisular en la que se hubiera
diagnosticado un carcinoma no microcitico de pulmén. En ese momento se
procedio al analisis de los datos clinicos y patoldégicos minimos para proceder a la

inclusion dentro de este estudio.

Definicion de los dos subgrupos incluidos en este estudio.

Se establecieron dos subgrupos de pacientes diagnosticados de carcinoma
no microcitico de pulmén para realizar evaluaciones bioldgicas diferentes. Por un
lado, existia un subgrupo de pacientes intervenidos quirdrgicamente en todos los
estadios en los que se realizd la determinacion por TagMan. Por otro lado, el
subgrupo de pacientes en estadios avanzados se empled para realizar el estudio
con inmunohistoquimica. El motivo de esta seleccion radicé en la necesidad de
disponer de muestras tisulares fijadas mediante congelacion para proceder a la
extraccion de ARNm. Esta circunstancia solo fue viable en aquellos pacientes que
habian sido intervenidos ya que el protocolo de conservacién de muestras de
piezas quirurgicas asi lo establecia. Por otro lado, los pacientes en estadios
avanzados fueron diagnosticados mediante biopsias obtenidas por broncoscopia.
Estas muestras se conservan habitualmente en medios que dificultan la extraccion

de ARNm y alteran la fiabilidad de los analisis realizados sobre el mismo. Por ello,
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este tipo de pacientes fueron seleccionados para el analisis mediante

inmunohistoquimica.

Criterios de inclusion del subgrupo de pacientes intervenidos
quirargicamente.

- Diagnéstico histolégico de carcinoma no microcitico de pulmon.

- Mayores de 18 afnos.

- Reseccion macroscopicamente completa del tumor primario.

- Cualquier estadio. En el caso de estadios IlIB, se incluyeron
aquellos que fueron intervenidos quirargicamente tras respuesta suficiente
(“downstaging” ) a quimioterapia de induccion. Se seleccionaron solo estadios IV
con metastasis unica cerebral resecada.

- Diseccion ganglionar mediastinica intraoperatoria con biopsia de
todos aquellos ganglios que fueran mayores de 1 cm.

- TAC prequirurgico realizado en los dos meses previos a la fecha
de la cirugia.

- Muestra tisular con un contenido tumoral superior al 80%.

Criterios de exclusiéon del subgrupo de pacientes intervenidos

quirargicamente.
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- Variantes histolégicas mixtas.

- Carcinoma bronquioloalveolar multicéntrico o lobar difuso.

- Afectacién subcarinal.

- Recidiva dentro de los dos primeros meses tras cirugia.

- Afectacion de margenes quirurgicos.

- Administracion de radioterapia adyuvante.

- Seguimiento inferior a 6 meses.

- Incumplimiento del protocolo de seguimiento clinico y radiologico
establecido dentro del Servicio de Oncologia Médica del Hospital Universitario La
Paz (ver apartado: Seguimiento clinico y variables analizadas).

- Pacientes diagnosticados de neoplasias malignas en los cinco
anos previos a la intervencion quirargica.

Es importante destacar, que en este subgrupo de pacientes no se administro
tratamiento adyuvante con quimioterapia ya que este no era considerado estandar

en el inicio de este trabajo.

Criterios de inclusién en el subgrupo con enfermedad avanzada.

- Edad mayor a 18 anos.

- Pacientes con diagnéstico histolégico documentado de carcinoma

no microcitico de pulmon.

- Estadios llIB y IV.
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- Tomografia computerizada realizada en los dos meses previos a
la confirmacion histoldgica.

- Gammagrafia 6sea en aquellos pacientes en los que en la historia
clinica se reflejaba la presencia de dolor éseo o con sospecha analitica al
diagndstico de afectacion metastasica en esqueleto.

- Tomografia computerizada o Resonancia Nuclear Magnética de
sistema nervioso central en aquellos pacientes cuyos datos clinicos asi lo
requirieran.

Criterios de exclusion en el subgrupo con enfermedad avanzada.

- Incumplimiento del protocolo de seguimiento clinico y radiologico
del Servicio de Oncologia Médica del Hospital Universitario La Paz.

- Seguimiento inferior a 2 meses.

- Diagndstico citoldgico.

- Proporciéon tumoral en muestra tisular inferior al 80%.

Origen de las muestras.

Las muestras tumorales provenian del banco de tumores del Servicio de
Anatomia Patolégica del Hospital La Paz. Tal y como hemos descrito en el
apartado anterior, existian dos tipos diferentes de muestras biolégicas. Por un
lado, se disponia de muestras de neoplasias pulmonares fijadas mediante
congelacion tras su extraccion en el quiréfano. Estas muestras fueron todas

procesadas sin contacto con formaldehido y recogidas directamente en el
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quiréfano de Cirugia Toracica. Desde alli, en un tiempo inferior a 15 minutos eran
transportadas hasta el Servicio de Anatomia Patolégica donde un patélogo experto
en patologia pulmonar procedia a su analisis inicial. En este analisis se
seleccionaba la cantidad suficiente para garantizar diagndstico clinico y se
procedia a congelar una muestra significativa de tumor para su analisis posterior.
El método de conservacion garantizé una cadena de frio de al menos -65°C.

Por otro lado, existian muestras conservadas en parafina. Estas muestras
fueron fijadas tras su obtencion inicial en formaldehido al 10%. Una vez fijadas y
tras su procesamiento macroscopico se procedid a su inclusién en parafina y su

conservacion en el banco de tejidos del citado Servicio.

Variables clinicas.

Desde las historias clinicas se recogieron las siguientes variables clinicas

- Edad al diagndstico

- Sexo

- Supervivencia Libre de Enfermedad: tiempo transcurrido desde el
momento de la intervencion quirdrgica hasta la presencia radioldgica o patologica
de alguna evidencia de enfermedad. Este tiempo se recogié en meses y solo fue
aplicable a aquellos pacientes incluidos en el subgrupo de estadios precoces.

- Supervivencia Global: tiempo transcurrido desde el momento del
diagndstico en aquellos pacientes del subgrupo de estadios avanzados o desde la

fecha de la cirugia en los pacientes del subgrupo de estadios precoces, hasta la
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muerte o la pérdida de contacto con el paciente. En este ultimo caso, la fecha de
la ultima visita se empled para el calculo del citado tiempo. Esta variable se
recogio en meses.

- Clasificacion dentro del sistema TNM. Para realizar esta
clasificacion se emplearon dos métodos distintos en funcién de que los pacientes
estuvieran incluidos en cada uno de los subgrupos previamente mencionados. Por
un lado, aquellos pacientes intervenidos quirurgicamente fueron clasificados segun
los datos obtenidos desde las variables patoldgicas descritas mas abajo. Por otro
lado, los pacientes con tumores incluidos en el subgrupo de enfermedad avanzada
fueron clasificados de acuerdo con la informacién obtenida desde una tomografia
computerizada de térax, abdomen y pelvis y, en el caso necesario, mediante otras

tecnologias tales como la gammagrafia o la resonancia nuclear magnética.

Variables patolégicas

Las siguientes variables se recogieron de los datos procedentes del informe
completo emitido por el Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario
La Paz

- Histologia: Se incluyeron los diagndsticos de carcinoma
epidermoide, adenocarcinoma y carcinoma indiferenciado de célula grande.

- Tamano tumoral en centimetros. Esta variable s6lo se empled en

el subgrupo de pacientes intervenidos quirurgicamente.
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- Afectacion de estructuras toracicas. La descripcion de las mismas
se utilizd para la clasificacidon por el sistema TNM. Esta variable s6lo se empled en
el subgrupo de pacientes intervenidos quirurgicamente.

- Afectacion ganglionar en funcién de su presencia o ausencia. La
infiltracion de los distintos niveles ganglionares se empled para la estadificacion
segun el sistema TNM. Esta variable solo se empled en el subgrupo de pacientes

intervenidos quirurgicamente.

Estadificacion.

El sistema de estadificacion internacional para el CPCNP fue establecido al

final de los anos 40 y actualizado recientemente en 1997 (Ver tablas 1y 2).
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Tabla1
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Tabla 2. Agrupacién por estadios del AJCC

Estadio IA T1 NO Mo
Estadio IB T2 NO MO
Estadio IIA T1 N1 MO
Estadio IIB T2 N1 MO

T3 NO Mo
Estadio IlIA T3 N1 Mo

T1-3 N2 MO
Estadio IlIIB Cualquier T N3 MO

T4 Cualquier N MO
Estadio IV Cualquier T Cualquier N M1
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Variables biolégicas

Las dos variables biolégicas analizadas en las muestras procedentes de los
pacientes incluidos en este estudio fueron el nivel de expresion de ARNm de
colina-quinasa-alfa y la determinacion por inmunohistoquimica de la presencia de

la misma.

Analisis de expresidn proteica por inmunohistoquimica.

Se realizaron secciones de 5 um de bloques de tejido fijados en formalina y
parafinados. Se procedio inicialmente a realizar una tincién clasica mediante el
meétodo de la Hematoxilina- Eosina sobre el primer y el ultimo corte para garantizar
el adecuado contenido tumoral. Una vez comprobado esto, los cortes intermedios
fueron desparafinados mediante concentraciones decrecientes de Xilol y
rehidratados en concentraciones decrecientes de alcohol. Se bloqued la actividad
peroxidasa endégena mediante incubacion en una solucién de H202 al 3% en
metanol durante 10 minutos. El desenmascaramiento antigénico se realizd

mediante incubacién en EDTA durante 45 minutos a 155°C en olla a presion.

El anticuerpo monoclonal frente a Choka fue obtenido como se ha descrito
previamente(148). Se empleé a una dilucién 1:2 en BSA al 1% e incubado a
temperatura ambiente durante una hora. Posteriormente se utilizd el Kit
peroxidasa EN Visiom (Dako Cytomation, Carpinteria, CA) durante 30 minutos. Se
utilizé un substrato cromogénico de diaminobenzidina (Dako Cytomation,

Carpinteria, CA) y se contrasté con hematoxilina.
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La presencia del antigeno se expresé como presencia o ausencia del mismo,

evitando una gradacién de intensidad de tincion.

Estudio de la expresion génica.

La descripcion y los fundamentos de esta técnica se describen en el
Apéndice |I. Hemos incluido esta descripcion ya que, aunque esta tecnologia esta
ampliamente difundida en los distintos laboratorios de Biologia Molecular, existe

una gran cantidad de clinicos que no estan familiarizados con la misma.

Seguimiento clinico y variables analizadas en el mismo.

En el subgrupo de pacientes intervenidos quirurgicamente, el seguimiento se
realizd segun los criterios del Servicio de Oncologia Médica del Hospital
Universitario La Paz mediante exploracion fisica y TC cada 3 meses durante los

dos primeros anos y posteriormente cada 6 meses.

En el subgrupo de pacientes con enfermedad avanzada o metastasica el
seguimiento incluia un TC tras 3 ciclos de quimioterapia y tras la finalizacion de la
radioterapia si esta estaba indicada. Posteriormente tras la finalizacion del
tratamiento se realizaba TC y exploracion fisica cada 3 meses durante los 2

primeros afios y después cada 6 meses.

Analisis estadistico.

Se construyeron las distintas tablas de contingencia y se utilizé el test de Chi-

Cuadrado y Test exacto de Fisher cuando fue oportuno.
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Para el analisis de la supervivencia se obtuvieron las curvas por el método
Kaplan-Meier, las comparaciones se establecieron mediante el test log-rank
bilateral no ajustado y se realiz6 un analisis multivariante segun el modelo de
regresion de Cox, este proceso se realiz6 tanto para la supervivencia global como
para la supervivencia libre de progresion, en el grupo de tumores intervenidos
quirargicamente y para el tiempo hasta la progresién en tumores con estadios

avanzados.

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el paquete

informatico SPSS v13.0.
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6. Resultados.
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6. Resultados.

Caracteristicas basales de los enfermos incluidos con CPCNP.

Se incluyeron 53 pacientes en el subgrupo diagnosticados de neoplasias de
pulmon intervenidas quirdrgicamente (1Q) y 62 pacientes en el subgrupo con
tumores localmente avanzados o diseminados (D)

La mediana de edad de los pacientes del subgrupo 1Q (tabla 3) fue de 63
afios con un rango distribuido entre 43 y 82. De todos ellos, 47 fueron varones y 6
fueron mujeres. En estadio |IA fueron incluidos 5 pacientes, en estadio IB 21
pacientes, en estadio IIA 2 pacientes, en estadio |IB 9 pacientes, en estadio IlIA 10
pacientes, en estadio IlIB 2 pacientes, en estadio IV 3 y uno no clasificado debido
a que no fue registrado el tamafio del tumor primario en la historia. Entre ellos 36
se determinaron histolégicamente como epidermoides, 12 como adenocarcinomas
y 5 como carcinomas indiferenciados de célula grande.

Dentro del subgrupo D se incluyeron 62 pacientes (tabla 4), con una mediana
de edad de 62 con un rango distribuido entre 41 y 81. De todos ellos 51 fueron
hombres y 11 fueron mujeres. En estadio IlIB se analizaron 27 y en estadio 1V 35.
Desde el punto de vista histoloégico se contabilizaron 33 epidermoides, 13

adenocarcinomas y 16 carcinomas indiferenciados de célula grande.
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Tabla 3. Caracteristicas basales de los casos de CPCNP intervenidos

quirargicamente.

Caracteristica
n=53

Mediana de edad 63 (43 —82)
Hombres 47(88,7%)
Mujer 6(11,3%)
Histologia

Adenocarcinoma 12(22,6%)
Epidermoide 36(68%)
Célula grande 5(9,4%)

T

T1 9 (17%)
T2 39(73,6%)
T3 3(5,6%)
T4 1(1,9%)
No clasificado 1(1,9%)

N

NO 31(58,5%)
N1 13(24,5%)
N2 8(15,1%)
N3 1(1,9%)
Estadio TNM

IA 5(9,4%)
IB 21(39,6%)
A 2(3,8%)
1B 9(17%)
A 10(18,9%)
1B 2(3,8%)
1Y 3(5,6%)
No clasificado 1(1,9%)
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Tabla 4. Caracteristicas basales de los casos de CPCNP diseminado.

Caracteristica
n=62

Mediana de edad 62 (41 -81)
Hombres 51(82,3%)
Mujer 11(17,7%)
Histologia

Adenocarcinoma 13(21%)
Epidermoide 33(53,2%)
Célula grande 16(25,8%)
T

T1 9 (14,5%)
T2 8(12,9%)
T3 38(61,3%)
No clasificado 7(11,3%)
N

NO 12(19,4%)
N1 5(8,1%)
N2 30(48,4%)
N3 6(9,7%)
No clasificado 9(14,5%)
Estadio TNM

1B 27(43,5%)
1Y 35(56,5%)
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Analisis de supervivencia de ambos grupos.

En el grupo de enfermos D:

La mediana y la media de la supervivencia global de la serie de enfermos con
estadio avanzado de manera global fue de 8 (IC95%: 6,06-9,94) y 10,72 meses
(1C95%: 7,91-13,54). Los datos globales para el tiempo hasta la progresion fueron:
6 meses de mediana (1C95%:3,80-8,20) y 7,84 meses de media (1C95%:6,28-
9,40).

La mediana y la media del tiempo hasta la progresiéon por sexos fue de 5
(1C95%: 0,66-9,34) y 7,1 meses (IC95%:4,60-9,60) respectivamente para las
mujeres y para los hombres, una mediana de 6 (1C95%:3,15-8,85) y una media de
8 (1C95%:6,18-9,82). En cuanto a la supervivencia global los datos fueron: para las
mujeres una mediana de 9 (1C95%:6,43-11,57) y una media de 11 (IC95%:4,57-
17,44); y para los hombres los valores fueron: mediana de 8 (1C95% 4,86-11,14) y
una media de 10,68 (IC95%: 7,55-13,82). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas al utilizar el método de Kaplan-Meier ni al comparar
el tiempo hasta la progresién con el género ni cuando se comparé la supervivencia
global (ver figuras 4 y 5) con unos valores de la p al utilizar el test log-rank de
p=0,488 (THP vs sexo) y p=0,995 (SG vs sexo).

La mediana del tiempo hasta la progresion para el estadio IlIB fue de 9
meses (1C96%:6,70-11,29), con una media de 9 meses (IC95%:6,32-11,76). La
mediana de supervivencia global fue de 9 meses (1C95%:6,35-11,35) para el
estadio IIIB, con una media de 12,55 meses (1C95%:7,51-17,60). La mediana del

tiempo hasta la progresion para el estadio IV fue de 5 meses (1C95%:3,12-6,88),

66



Resultados

con una media de 7 meses (IC95%:5,19-8,81). La mediana de supervivencia
global fue de 8 meses (1C95%:2,02-13,98) para el estadio IV, con una media de
9,19 meses (1C95%:6,24-12,14). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas al utilizar el método de Kaplan-Meier ni al comparar el tiempo hasta
la progresién con el estadio ni cuando se comparé la supervivencia global (ver
figuras 6 y 7) con unos valores de la p al utilizar el test log-rank de p=0,186 (THP
vs stadio) y p=0,484 (SG vs estadio).

La mediana del tiempo hasta la progresion para los casos de carcinoma
epidermoide fue de 7 meses (IC95%: 4,34-9,66), con una media de 7,7 (1C95%:
5,86-9,53). Para los casos de adenocarcinoma, la mediana fue de 5 (IC95%: O-
13,63), con una media de 7,18 (IC95%: 3,74-10,63). En los casos con carcinoma
indiferenciado de célula grande la mediana fue de 6 (IC95%: 0-13,57) y la media
8,6 (1C95%:4,73-12,47). La mediana de supervivencia global fue de 8 meses
(1C95%: 4,75-11,24) para el carcinoma epidermoide con una media de 9,12
(1C95%: 6,00-12,23). Para los casos de adenocarcinoma la mediana y la media de
supervivencia global fueron de: 8 (1C95%: 0-18) y 11,16 (1C95%:5,87-16,46). En el
caso de los carcinomas indiferenciados de célula grande los valores para la
supervivencia global fueron: mediana de 12 meses (IC95%: 0-24,94) y una media
de 13,90 (1C95%:5,54-22,27). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas al utilizar el método de Kaplan-Meier ni al comparar el tiempo hasta
la progresién con la histologia ni cuando se comparé la supervivencia global (ver
figuras 8 y 9) con unos valores de la p al utilizar el test log-rank de p=0,649 (THP

vs histologia) y p=0,484 (SG vs histologia).
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En el grupo de IQ:

La media para la SLE del grupo completo fue de 45,24 meses (IC95%: 37,90-
52,60). La media para la SG fue de 47,16 (1C95%:39,80-54,52). En ambos casos,
en esta serie, no se han alcanzado las medianas de supervivencia.

Las medianas de supervivencia libre de enfermedad en relacion al género no
fueron calculadas ya que no se habian alcanzado. La media de SLE en el grupo
de las mujeres fue de 38,04 (IC95%: 22,79-53,28) y de 46,23 (IC95%: 38,70-
53,74) meses para los hombres. Este mismo inconveniente se observo al evaluar
la supervivencia global en funcién del sexo. La media de SG en el grupo de las
mujeres fue de 39 (IC95%: 24,61-53,38) y en el de los hombres fue de 48,93
(IC95%: 41,95-55,91). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas al comparar las curvas de supervivencia libre de enfermedad por el
método Kaplan-Meier (ver figuras 10 y 11) con unos valores de p al aplicar el test
log-rank de: p=0,896 (SLE vs sexo) y p=0,838 (SG vs sexo).

Las medianas de supervivencia libre de enfermedad por estadio no se han
alcanzado excepto para el estadio IV, con una mediana de SLE de 4,00 meses
(1C95%: 0,79-7,20). Las medias fueron: 49,23 meses (IC95%:42,16-65,30) para el
estadio I; 34,23 (1C95%:20,78-47,69) para el estadio Il, 33,85 (IC95%: 22,44-
45,25) para el estadio lll, y 3,67 (IC95%: 1,94-5,40) para el estadio IV. Tampoco
se han alcanzado las medianas de supervivencia global, exceptuando la del
estadio IV que es de 4 meses. Las medias de supervivencia global fueron: 48,93
(1C95%:41,46-56,39) para el estadio I; 37,63 (IC95%:24,23-51,02) para el estadio

I, 37,09 (1C96%:26,38-47,80) para el estadio Ill y 7,33 (IC95%: 0,80-13,87). Se
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encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar las curvas de
supervivencia libre de enfermedad por el método Kaplan-Meier (ver figuras 12 y
13) con unos valores de p al aplicar el test log-rank de: p=0,000002 (SLE vs
estadio) y p=0,00004 (SG vs estadio)

La mediana de supervivencia libre de enfermedad global no se alcanzé en
ninguno de los subtipos histolégicos. Para el carcinoma epidermoide la media fue
de 44,63 (IC95%: 37,16-52,10). Para los casos de adenocarcinoma, la media fue
de 40,36 (IC95%: 24,63-56,10). En los casos con carcinoma indiferenciado de
célula grande la media fue de 30,80 (IC95%:12,33-49,27). La mediana de
supervivencia global no se ha alcanzado para ninguno de los subtipos
histolégicos. La media del carcinoma epidermoide es de 48,32 (IC95%: 42,12-
54,53). Para los casos de adenocarcinoma la media de supervivencia libre de
enfermedad fue de: 41,45 (1C95%: 27,29-55,61). En el caso de los carcinomas
indiferenciados de célula grande el valor para la supervivencia libre de enfermedad
fue de 32,20 (1C95%:15,06-49,34). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas al utilizar el método de Kaplan-Meier al comparar
la supervivencia libre de enfermedad con la histologia ni cuando se comparé la
supervivencia global (ver figuras 14 y 15) con unos valores de la p al utilizar el test

log-rank de p=0,611 (SLE vs histologia) y p=0,429 (SG vs histologia).
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Figura 4. THP vs sexo
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Figura 5. SG vs sexo.
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Figura 6. THP vs estadio.
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Figura 7. SG vs estadio.
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Figura 8. THP vs histologia.
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Figura 9. SG vs histologia.
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Figura 10. SLE vs sexo.
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Figura 11. SG vs sexo.
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Figura 12. SLE vs estadio.
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Figura 13. SG vs estadio.
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Figura 14. SLE vs histologia.
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Figura 15. SG vs histologia.
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Expresion de Choka por qRT-PCR y su relacion con las variables
clinico-patolégicas de los pacientes incluidos en el subgrupo 1Q.

El analisis de expresion de ARNm de Choka demostré que 28 de las 53
muestras estudiadas (52,8%) presentaban un incremento de la expresion.

Debido a que la mayoria de los datos contabilizan como censuras el paquete
estadistico no calcula las estimaciones puntuales de medianas y medias ni sus
correspondientes 1C95% tanto para la SLE como la SG, la mediana de
seguimiento fue de 18 meses (Figura 16). Existia una diferencia estadisticamente
significativa entre ambos subgrupos (p=0.05), evidenciandose un mejor prondstico
en términos de SLE en aquellos pacientes sin sobre-expresion de Choka. Las
diferencias alcanzadas entre ambos grupos también no fueron estadisticamente
significativas en cuanto a la SG, pero se observd una tendencia (p=0,07)
nuevamente de que la expresion de Chok empeora el prondstico vital de los
pacientes intervenidos por un CPCNP (Figura 17).

Al realizar el analisis multivariante aplicando un modelo de regresion de cox,
en el subtipo por “entrada” la uUnica variable tanto en la supervivencia global como
en la supervivencia libre de enfermedad con significacion estadistica fue el estadio
con unos HR de 2,329 (IC95%: 1,297- 4,182) con una significacién de p=0,005
para la SLE y HR de 2,524 (1C95%: 1,373- 4,638) con una significacion de
p=0.003 para la SG. En el subtipo “por pasos” la unica variable que entra para
generar el modelo prondstico es de nuevo el estadio. HR de 2,487 (1C95%: 1,363-
4,539), p=0,003 para la SLE y HR de 2,524 (1C95%: 1,373- 4,638), p=0,003 para

la SG. En cuanto a la Choka los HR hallados fueron: 2,149 (IC95%: 0,492- 9,394)
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para la SG y de 2,405 (IC95%: 0,657- 8,810) para la SLE, en ambos casos sin
alcanzar significacion estadistica con unos valores de p de 0,309 y 0,185

respectivamente.
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Figura 16. SLE vs Choka.
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Figura 17. SG vs Choka
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No se encontrd relacion entre la expresion de colina-quinasa y el sexo de los
pacientes, la distribucion de los casos en funcién de estas dos variables esta
representada en la tabla de contingencia correspondiente (ver tabla 5) p=0,310.
Tampoco se demostrd asociacion estadistica entre la expresion del ARNm vy el
estadio de la enfermedad (ver tabla 6), p=0,287. En cambio si se observo
asociacion estadisticamente significativa entre el subtipo histolégico y la expresion
de mensajero de la proteina con una p=0,013, la tabla de contingencia

correspondiente esta representada en la tabla 7.
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Tabla 5. Choka vs Sexo.

Sexo
Total
Chok 26 28
21 25
Total 47 53
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Tabla 6. Choka vs Estadio.

Estadios
I I Y Total
Chok 14 5 8 27
12 5 5 25
Total 26 10 13 52
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Tabla 7. Choka vs Histologia.

Histologia
epidermoide adenocarcinoma | cel. grande Total
Chok 24 3 1 28
12 9 4 25
Total 36 12 5 53
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Expresion de Choka por inmunohistoquimica.

Como hemos demostrado en el apartado anterior, la sobre-expresion de
Choka evidenciada mediante qRT-PCR se correlaciona con una menor SLE y SG
en pacientes diagnosticados e intervenidos de carcinoma no microcitico de
pulmén. Este hallazgo invita a evaluar la expresién de Choka en muestras de
pacientes en estadios avanzados, de los cuales es compleja la obtencion de
material en condiciones adecuadas para emplear la citada tecnologia. Por ello
decidimos analizar la expresidon de Choka mediante inmunohistoquimica
empleando un anticuerpo frente a la citada enzima. Ademas, el empleo de la
inmunohistoquimica esta ampliamente extendido por lo que su incorporaciéon a la
practica clinica estaria practicamente garantizada. Asi, determinamos la expresion
de Choka en muestras parafinas procedentes de biopsias de 62 pacientes.

Todas las muestras tumorales expresaron Choka. Asi, las células tumorales
presentaron una expresion de Choka de manera muy intensa, en citoplasma. No
observamos tincion alguna en el tejido intersticial de las areas adyacentes a la
neoplasia. En las células histolégicamente normales que se correspondian con el
tejido cercano al area tumoral se observé tincion en las células ciliadas epiteliales,
en las glandulas bronquiales y en los neumocitos alveolares. Desde el momento
en que practicamente el 100% de las muestras era positiva para la tincion, y dada
la ubicuidad del enzima, ademas también se observaba tincién de las células
normales, fue imposible cuantificar diferencias de intensidad entre las distintas
muestras e imposible, por lo tanto, establecer correlaciones con las variables

clinico- patolégicas recogidas. Por ello parece quedar establecido que la
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metodologia a utilizar para el analisis de Choka como marcador prondéstico en
cancer de pulmon no microcitico ha de ser cuantitativa, como es el analisis de la

expresion de ARNm.

91



Resultados

Figura 18. Inmunohistoquimica de un anticuerpo frente a Chok de un caso de

carcinoma epidermoide.
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Figura 19. Inmunohistoquimica con un anticuerpo frente a Chok de un

adenocarcinoma.
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7. Discusion.
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7. Discusion.

Nuestros resultados demuestran que la expresion de colina-quinasa
analizada mediante qRT-PCR en muestras quirurgicas procedentes de pacientes
diagnosticados de carcinoma no microcitico de pulmon se correlaciona con una
menor SLE y una tendencia a una menor SG. Asi, la media de supervivencia libre
de enfermedad en aquellos pacientes que expresan colina-quinasa es de 34
meses mientras que aquellos en los que no hemos demostrado expresion es de
52 meses durante el seguimiento realizado. Este efecto es similar en el analisis de
la SG aunque no se llega a alcanzar la significacion estadistica. Por ello, podemos
considerar que la expresion de colina-quinasa es un factor de mal pronéstico para
aquellos pacientes intervenidos quirurgicamente.

Estos datos son especialmente relevantes si consideramos que el 52,8% de
todos los pacientes operados de nuestra serie expresaban colina-quinasa. Asi,
debemos tener en cuenta que la supervivencia libre de enfermedad y la
supervivencia global de nuestros pacientes difieren aproximadamente en 18
meses. En este sentido, si consideramos ademas la potencial mortalidad de la
cirugia para el cancer de pulmoén, 2% de mortalidad en los primeros 30 dias post-
cirugia para las lobectomias y un 6% para las neumonectomias (149-152), nos
surge la duda sobre la necesidad o no de la intervencion en los pacientes con
expresion de colina-quinasa. Evidentemente, no es aceptable metodolégicamente
proponer la abstencion quirdrgica fundamentada en estos datos pero es una

posibilidad que deberia ser estudiada con profundidad en un futuro.
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Por otro lado, la supervivencia de aquellos pacientes sin expresiéon de colina-
quinasa es tan prolongada que se acerca, e incluso iguala, a la de los pacientes
que han recibido quimioterapia adyuvante. En este sentido, consideramos que es
igualmente relevante este evento, ya que la mayoria de pacientes sometidos a
cirugia por un carcinoma no microcitico de pulmén deben recibir tratamiento con
quimioterapia adyuvante ya que se ha demostrado recientemente que la tasa de
recurrencias disminuye con la administracion de ésta. En nuestra serie ningun
paciente ha recibido tratamiento adyuvante y, aun asi, la supervivencia es similar,
e incluso superior a la de series histéricas tratadas con quimioterapia adyuvante.
Por ello, y asumiendo las inherentes limitaciones metodolégicas de nuestra
propuesta, consideramos que seria muy importante analizar la supervivencia de
los pacientes sin expresion de colina-quinasa en presencia 0 ausencia de
tratamiento adyuvante, ya que creemos que la administracién de quimioterapia no
impactaria en gran medida sobre la supervivencia. Ademas, este analisis
permitiria por un lado que un gran numero de pacientes pudiera evitar un
tratamiento extremadamente toxico y, por otro, una importante reduccion del gasto
sanitario de nuestro Sistema Publico de Salud. En resumen, nuestros resultados
en pacientes diagnosticados en estadios precoces sugieren nuevos analisis que
pueden obligar a un replanteamiento de las estrategias actuales.

La presencia de colina-quinasa en los carcinomas no microcitico de pulmén
de nuestra serie de pacientes coincide con datos obtenidos desde microarrays de
ADN. Asi, Garber et al (131) estudiaron 67 muestras tumorales obtenidas de 56

pacientes, con seguimientos durante al menos 5 afios, mediante microarrays de
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ADNc que incluia 24000 secuencias. ldentificaron, a través de algoritmos de
agrupacion jerarquica de genes, patrones de expresion que permitian separar
diferentes subtipos histologicos. Entre las 24000 secuencias, se encontraba
Choka, observandose una expresion distinta entre los casos de adenocarcinoma y
los otros tres tipos de cancer de pulmon. El estudio del grupo de Garber no
planteaba como objetivo fundamental la identificacion de marcadores prondsticos
sino el estudio descriptivo sobre especimenes histolégicamente distintos, por lo
que no es posible una extrapolacion hacia nuestros mas alla de la confirmacion
por otra serie de la expresion del ARNm de colina-quinasa. Nuestro estudio no ha
demostrado diferencias de expresion de colina-quinasa entre los distintos subtipos
histologicas, lo cual coincide con los datos proporcionados por Garber et al.
Consideramos que el tamafio muestral de nuestro estudio no fue lo
suficientemente grande como para poder demostrar tal circunstancia por lo que no
debe extraer conclusiones acerca de la relacion de la expresion de Choka vy la
estirpe histolégica. Es mas, nuestro estudio no fue disefiado para evaluar tal
posibilidad. Por otro lado, el grupo de Garber planteaba la posibilidad de que un
perfil génico pudiera realizar predicciones de supervivencia. A diferencia de
nuestros resultados, cuando se enfrentd la capacidad prondstica del perfil
identificado por Garber y cols. en un analisis multivariante contra el sistema de
clasificacion TNM, fue éste ultimo el mejor predictor del comportamiento en
términos de supervivencia de toda la serie. Desconocemos los motivos por los que
existen esta disparidad de resultados entre los datos proporcionados por Garber y

cols. y los obtenidos en nuestra serie, aunque es mas que probable que la
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plataforma de alto rendimiento empleada por Garber et al pudiera estar modulando
nuestras diferencias. Desde la introduccion de las tecnologias de alto rendimiento
en evaluacién genomica se sabe que la reproductibilidad de los resultados es muy
limitada. Asi, cuando observamos los genes criticos identificados con estas
plataformas por distintos autores detectamos que son muy pocos los que
coinciden, no solo entre las distintas marcas comerciales sino incluso con la
misma marca. Con esto con no queremos sugerir que la falta de reproductibilidad
de los resultados obtenidos por arrays limite su valor cientifico, sino que en la
mayoria de los casos se debe obtener una confirmacion por gRT-PCR. Esta
tecnologia, que es la que nosotros hemos utilizado, tiene suficiente capacidad de
reproduccién como para poder garantizar resultados biolégicamente consistentes
y clinicamente solidos. Por ello, creemos que las distintas tecnologias empleadas
podrian subyacer a la explicacion de las diferencias encontradas. Este hecho
coincide también con otros autores que han analizado mediante tecnologias de
alto rendimiento la prediccion de supervivencia de pacientes con carcinoma no
microcitico de pulmén. Tal y como hemos descrito en la introduccidn, ninguno de
estos trabajos ha conseguido superar a la capacidad de prediccion del sistema
TNM. En nuestro estudio, el tamafio muestral nos impide realizar un analisis
comparativo entre el TNM y la expresion de Chok.

Estos datos en términos de mal prondstico poseen un gran soporte bioldgico.
En este sentido, que una enzima con importantes implicaciones en proliferacién
celular por factores de crecimiento y replicacién se correlacione con una menor

supervivencia de los pacientes intervenidos quirdrgicamente y, en general, en
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estadios mas precoces es razonable. Se establecié previamente, en el 2004, la
relevancia de Chok y fosforilcolina en la proliferacion celular inducida por factores
de crecimiento. En primer lugar analizaron el comportamiento de las células del
epitelio mamario humano (HMEC), en las que se observd un aumento de la
produccion de fosforilcolina en respuesta a EGF, insulina e hidrocortisona. Esta
respuesta era inhibida completamente por MN58b, un inhibidor especifico de
Chok(153;154). En este trabajo también se demuestra que el incremento de la
produccion de fosforilcolina con relacion a la sobreexpresion de Chok es suficiente
para promover la sintesis de ADN por las células HMEC. También estudiaron la
expresion de Chok en lineas celulares de cancer de mama (MCF7, MDA-MB-231,
T47D y SkBr3), observandose que se encuentra regulada al alza, objetivandose
incrementos de su expresion en 10 veces a la de las células HMEC. La
herregulina (HRG) es un factor de crecimiento implicado en la multiplicacion de las
células de cancer de mama. Pero es incapaz de provocar division en las células
de tejido mamario no transformado. En este trabajo se demostré que la respuesta
mitogénica a HRG requiere de Chok ya que la inhibicion de esta por MN58b abolia
completamente la respuesta de las células tumorales de mama a este factor de
crecimiento. Con este trabajo quedaba establecida la importancia de Chok en la
carcinogénesis mamaria. Por otro lado, la génesis de fosfocolina a partir de colina
mediada por la actividad colina-quinasa parece ser un paso esencial para que
determinados factores de crecimiento como el PDGF y el bFGF ejerzan su accion
mitogénica sobre fibroblastos de ratén(143;155). Este efecto se fundamenta en el

hecho de que estos factores de crecimiento son incapaces de aumentar la sintesis
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de ADN cuando la actividad de Chok es inhibida por el inhibidor denominado
hemicolinium-3 (HC-3). Ademas, el suplemento exdgeno de fosfocolina es capaz
por si mismo de originar actividad mitogénica (138;145). La acumulacién de
fosfocolina como resultado de la activacién de Chok ha sido estudiada en células
en estadios precoces de estimulacion por suero(156), prolactina(157),
estrogenos(158) y en células moduladas por la actividad ras(144;159-161). En
este sentido, se sugiere que la acumulacion intracelular de fosfocolina por la
activaciéon de Chok es un hecho universal, que ocurre en una gran variedad de
tipos celulares estimulados con diferentes factores de crecimiento. Esta
circunstancia se confirma también en modelos de carcinoma de colon, estudiados
por Nakagami y cols.(162;163). Asi observaron el incremento de la actividad de
Chok y los niveles de fosfocolina en cancer de colén humano. Ademas,
evidenciaron de forma paraddjica que en un modelo de cancer de colon inducido
por 1,2 dimetilhidrazina, se producia un aumento de la actividad de Chok sin
aumento de la sintesis de fosfocolina. ElI grupo del Profesor Lacal demostro,
apoyando lo expuesto por el grupo japonés, el aumento de la expresion de Chok
mediante Western blot en una linea celular de cancer de colon HT-29(140). Por
ello, los niveles elevados de fosforilcolina, de Chok o de la actividad de esta ultima
son marcadores de progresion de las células tumorales. Estas alteraciones
parecen relacionadas con el disbalance en la actividad de la ruta de Kennedy, que
es consecuencia indirecta de los altos requerimientos de fosfatidilcolina en la
mitosis tumoral. Es decir, es posible que exista una co-regulacion entre el ciclo

celular y la sintesis de lipidos. Aqui, la citidiltransferasa es el paso limitante en la
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sintesis de fosfatidilcolina, considerandose esta enzima como una diana
tumoral(164). En resumen, a mayor tasa de proliferacion y divisiéon celular se
requiere mayor sintesis de membranas, por lo que las enzimas encargadas de la
sintesis de las mismas deberan incrementar su actividad. Asi, parece razonable un
incremento en esta tasa en neoplasias de mayor agresividad, evidenciada ésta
como un descenso en la supervivencia de los pacientes.

El incremento de la actividad de Choka en el carcinoma no microcitico de
pulmén puede ser debido a diversos factores. Por un lado, la correlacion entre la
actividad de Choka y la actividad de diversos oncogenes, muchos de ellos criticos
en el desarrollo del carcinoma no microcitico de pulmén, ya ha sido analizada en
profundidad (141). Asi, el oncogén ras es capaz de regular la actividad de Chok en
células de mamiferos independientemente de la disponibilidad de colina. Esta
activaciéon por ras implica a dos efectores de ras denominados Ral-GDS y PI3K.
Ral-GDS, es un factor intercambiador de nucleétidos para Ral-GTPasas que es
capaz de inducir transformacion en los fibroblastos NIH3T3. PI3K y sus productos
estan implicados en el control de la proliferacion y supervivencia celular. Estos dos
efectores fueron capaces de establecer una activacién parcial de Chok tanto en
experimentos con transfecciones transitorias como estables. La combinacién de
ambas reestablecia la activacion completa de Chok de la misma manera que ras,
sugiriendo que ambas vias cooperan en esta activacién (28). Otro grupo, ha
demostrado que podria existir una tercera via de sefalizacion implicada ya que se
ha sugerido que la sobreexpresion de Choka en fibroblastos de ratones potencia la

sintesis de ADN mediada por la insulina y el IGF-1 a través de p44/p42 MAPK vy
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p70/S6. En resumen, Chok puede ser activada a través de oncogenes tales como
Ras, aumentando con ello la capacidad de replicacién y proliferacion celular, lo
cual coincide en términos bioldgicos con los resultados obtenidos en nuestra serie
de pacientes. En este sentido es importante destacar el hecho de que las
mutaciones que generan una activacion constitutiva de ras no son frecuentes en el
carcinoma no microcitico de pulmon por lo que la actividad si Chok esta activada
por ras, éste debe ser inducido por eventos distintos a una mutaciéon en su
secuencia. Ademas, otros oncogenes como src y mos pueden incrementar la
actividad endogena de Chok(161;165), por lo que es posible que en nuestros
pacientes con carcinoma no microcitico de pulmén sean éstos y no ras los
implicados en la activacion de Chok. Sin embargo, nuestro trabajo no esta
disefiado para resolver esta cuestion por lo que estudios futuros deberian evaluar
la causa por la que Chok esta activada en carcinoma no microcitico de pulmon.
Los datos obtenidos en la serie de pacientes diagnosticados en estadios
avanzados y analizados mediante inmunohistoquimica sobre piezas tumorales
procedentes de biopsias e incluidas en parafina fueron poco informativos ya que,
como se ha descrito en el apartado Resultados, todas las muestras resultaron
tefidas de la misma manera. Asi, el principal interés que teniamos al analizar
mediante inmunohistoquimica la presencia de Chok, era que uno de los problemas
que actualmente se plantean, con el rapido avance en los métodos
biotecnoldgicos, es la simplificacion de éstos para obtener con ello una rapida
implantacién en la clinica diaria. Todos los esfuerzos técnicos que empleamos

para obtener las mejores condiciones posibles para determinar diferencias en la
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tincion de los distintos pacientes terminaron siempre de la misma manera: una
tincion global en todos ellos. Ademas, varios anatomo-patologos de reconocido
prestigio caracterizaron, de forma similar a lo obtenido por nuestros colaboradores,
todas las muestras como positivas. Por tanto no fue posible analizar las
diferencias frente a ninguna de las variables que inicialmente pretendiamos
evaluar.

Este es un problema que se repite en la literatura a la hora de valorar las
tinciones por inmunohistoquimica. Como refiere Seidal y cols (166), cuando un
anticuerpo es experimental la interpretacion, si se desconoce la localizacion
exacta microanatomica, se complica sobremanera. En cualquier caso podemos
encontrar varios motivos para explicar la inmunotincion es universal:

La ubicuidad de esta proteina demostrada en raton por los trabajos del grupo
japonés(167), hace que la distincion del inmunomarcado del fondo sea muy
complicada, dificultando la valoraciéon de una intensidad de marcado diferente
entre las distintas muestras.

Otro de los posibles motivos es la dificultad para establecer las condiciones
ideales de aplicaciéon de un nuevo anticuerpo (desenmascaramiento, incubacion,
etc), conduciéndonos en su analisis a no diferenciar el tejido tumoral del fondo.

En resumen, los datos obtenidos a través de inmunohistoquimica no permiten
cuantificar la expresién de cada muestra y, por tanto, diferenciar a los pacientes,
por lo que actualmente no podemos considerarla como una técnica valida para la
determinacién de Choka. Mientras tanto y si se reproduce el valor prondstico de su

determinacién mediante qRT-PCR, sera necesario el establecimiento de centros

103



Discusion

de referencia con acceso a esta técnica que harian de proveedores del resto del
sistema sanitario.

Este trabajo abre nuevas posibilidades estratégicas dentro del carcinoma no
microcitico de pulmén. La determinacion de Chok permite la identificacion de dos
grupos de pacientes: existen pacientes beneficiables de la cirugia y de la
adyuvancia con los esquemas estandar, mientras que existen otros enfermos
beneficiables de la inhibicion de Chok, ya que sus niveles elevados se asocian a
una supervivencia similar a las series de pacientes no intervenidos y que no
mejorarian con la cirugia.

Aunque la reseccion quirurgica es la mejor modalidad terapéutica para los
pacientes con estadios precoces de CPCNP, se ha observado que incluso
pacientes con el mismo estadio presentan una gran disparidad en recurrencia y
supervivencia. Incluso después de la cirugia una proporcién no despreciable de
pacientes recaen. El establecimiento como estandar de tratamiento en cancer de
pulmén no microcitico intervenido de la quimioterapia adyuvante(52;168) otorga
una gran relevancia a trabajos que exploran nuevos factores prondsticos, debido a
que el beneficio atribuible a este tratamiento oscila entre un 4% y un 15%. La
actual tendencia a la mejor seleccion de la poblacion susceptible de beneficiarse
de un tratamiento potencialmente toxico hace que los resultados de este trabajo
queden subrayados. Podemos plantear en base a los resultados obtenidos tras las
sucesivas y oportunas verificaciones un ensayo clinico de adyuvancia. Es decir,
podriamos proyectar un ensayo en que, tras el analisis de la expresion de Choka,

asignaramos al grupo que sobreexpresa esta molécula un tratamiento adyuvante,
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ya que hemos objetivado en este trabajo que la sobreexpresion predice una futura
recaida, mientras que el grupo en el que no se sobreexpresa muy probablemente
solo fuera necesario realizar un seguimiento clinico. Otra posibilidad seria la de
utilizar un esquema mas agresivo de quimioterapia adyuvante en el grupo de peor
pronéstico, es decir el Choka positivo. En resumen, este tipo de trabajo nos
permite identificar un grupo de pacientes que tras la cirugia se beneficiaria de una
quimioterapia adyuvante lo mas eficaz posible.

Las posibilidades de personalizacion del tratamiento que ofrece este trabajo,
ya que los resultados permiten seleccionar una subpoblacion de pacientes que se
beneficiaria teéricamente de una terapia adyuvante mas agresiva, genera un
abanico de beneficios para el sistema de salud.

En primer lugar nos permite distinguir una poblacién que se va a beneficiar
claramente del tratamiento adyuvante, frente a otra, aproximadamente un 47,2%,
que probablemente este suficientemente tratada con la cirugia exclusivamente. Lo
que, a priori, disminuiria el gasto sanitario que supone el sobretratar a los
pacientes. Ademas, evitamos el riesgo derivado de las posibles toxicidades
generadas por el tratamiento.

El desarrollo de una nueva molécula frente a esta nueva diana permitira
aumentar el arsenal frente al CPCNP, que como se ha expuesto en sucesivas
ocasiones en este trabajo en 20 afios ha pasado de una tasa de curacion global
del 15% al 16%.

La aparicion de un posible nuevo farmaco frente a una diana selectiva,

contribuye a disminuir la toxicidad global de los tratamientos clasicos de
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quimioterapia. Consiguiendo aumentar el balance riesgo/beneficio a favor de este

segundo, objetivo este primordial de la oncologia médica.

El objetivo de todas las drogas antitumorales es alcanzar una alta
especificidad frente a las células tumorales, sin afectar a las células normales. La
observacion del metabolismo lipidico en consonancia con la activacion de la
mitosis, ha animado el desarrollo de la inhibicion del metabolismo de la
fosfatidilcolina a diferentes niveles.

La primera molécula descrita con capacidad para inhibir la colina-quinasa ha
sido el hemicolinium-3(HC-3), un fragmento de la colina sustrato de Chok, con el
inconveniente de que solo es efectivo “in vitro” cuando se afiade 4-6 horas
después de ser estimulados los cultivos celulares con factores de crecimiento.
Esta molécula es altamente toxica “in vivo™.

En colaboracion con distintos grupos de quimica médica, el grupo del
profesor Lacal puso en marcha un programa de desarrollo de inhibidores de Chok.
El HC-3 se utilizé inicialmente para la sintesis de analogos. Introduciéndose
derivados quinolinicos e isoquinolinicos. Consiguiendo un incremento en la
actividad de 50 veces en modelos “ex vivo” y de 600 veces en modelos celulares.
Estos nuevos compuestos han demostrado mayor capacidad inhibitoria en células
transformadas que presentan altos niveles de fosforilcolina en comparacioén con
sus parientes no transformadas. Estos compuestos demostraron tener un menor
efecto toxico en ratones, en comparaciéon con el HC-3, lo que permitio la

experimentacion en lineas celulares tumorales humanas y en ratones atimicos. Se
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alcanzo una actividad antitumoral “in vivo” del 70-80% de inhibicion del crecimiento
celular de los explantes(169).

Por otro lado, durante el estudio y caracterizacion de Chok se describieron
otras drogas con capacidad inhibitoria. Entre ellas estan los analogos de colina:
mostaza de etil-colina, mostaza de etil-colina con ion aziridinium (AFG64A,
MEChAZz), butirilcolina, clorocolina, propionilcolina, tiocolina, ametilcolina, colina-
selenio, CDP_colina, etanolamina, N,N-dimetil-N-propiletnolamina,
dimetiletanolamina (DME), monometiletanolamina (MME), N-metil-2-
hidroximetilpiperidina, betaina, metionina, tetrametilamonio, purinil-6-histamina,
tetraetilamonio, N-(2-bromocianil (amino) etil)-5-isoquinolinasulfonamida (H89) y
malation(170-177). Como la actividad de Chok requiere ATP y magnesio, otra
posibilidad de inhibir esta enzima es desplazar estas dos moléculas, una o
ambas(178). La adenosina es un inhibidor de esta enzima, de manera competitiva
frente a MgATP. Las moléculas que pueden competir con el magnesio son el
mercurio, el plomo y el manganeso(177). Algunos analogos del ATP también son
inhibidores del enzima 5,5-ditiobis (2-acido nitrobenzoico), N-etilmaleimida, KF y
estearil-CoA(179). Un inhibidor irreversible seria el AF64A, este es letal para el
organismo.

Sin embargo, el compuesto mas desarrollado y altamente especifico es el
MNS8b. ElI mecanismo por el cual la inhibicion de la produccién de fosforilcolina
bloquea la sintesis de ADN todavia no esta esclarecida, parece que produce un
bloqueo en la fosforilacion del gen Rb especificamente en la células tumorales. En

estudios con linfocitos la adicion del MN58b provoca una parada en el ciclo celular
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en GO/G1. Esto sugiere que la inhibicion de Chok interfiere en el ciclo celular antes
de que la célula alcance la fase S. En los linfocitos estimulados mediante IL-2 en
presencia de MN58b se produce un descenso en la fosforilacion de la pRb. Es
decir, a pesar de la utilizacién de estimuladores de la mitosis las células continuan
quiescentes.

La inhibicién de la actividad intracelular de Chok causa un drastico descenso
en la concentracién de fosforilcolina en las células normales, sin que se observe
una traduccién en la cantidad de fosfatidilcolina sintetizada. En las células
tumorales, la inhibicién de este enzima no tiene repercusion en la fosforilacion de
la pRB, las células no se paran en la transicion G0/G1, sino que se produce
apoptosis, apoyando esta observacion la medicién de la degradacion de poli-ADP-
ribosa-polimerasa (PARP) y ADN. Incluso se ha objetivado la activacion de la
caspasa 9 procedente de la degradacion de PARP como consecuencia de la
activacion del apoptosoma. Al igual que en los linfocitos, se observa una drastica
disminucién de fosforilcolina, pero, en este caso, si se traduce también en una
disminucion de los niveles de foasfatidilcolina y esfingomielina. Como
consecuencia se ocasiona un disbalance frente a la produccion de ceramidas,
compuestos de la degradacion de la esfingomielina. En este sentido las ceramidas
se han asociado a la promocion de apoptosis por lo que es posible que estén
implicadas en la induccion de ésta. Asi, parece que el incremento de los niveles de
fosforilcolina puede ser un marcador del estatus de la célula en la transicion G1/S.
En las células tumorales la inhibiciéon del enzima disminuye la produccion de

fosforilcolina que posteriormente se traduce en una disminucion de CDP-colina y
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finalmente provoca la disminucion de la sintesis de fosfolipidos de membrana.
Estos efectos no se observan en las células no tumorales. Asi, la diferencia entre
las células transformadas y las normales estriba en que en las primeras no se
produce una parada del ciclo celular manteniéndose activos los requerimientos de
fosfolipidos de membrana. En conclusién, las células normales pasa a un estado
quiescente reversible al inhibir la Chok, mientras que en las células tumorales se
produce una activacién de la apoptosis que es irreversible. Esto es debido a que
en las células transformadas se desencadena una alteracién metabdlica al no
impedirse el avance en el ciclo celular, en la que la necesidad de fosforilcolina
para la sintesis de fosfatidilcolina causa la degradacion de la esfingomielina
formandose ceramidas. Por tanto, podriamos considerar la inhibicion de Choka
como un sistema viable desde el punto de vista terapéutico humano. Asi, estos
datos en combinacion con los obtenidos en este trabajo soportan claramente que
una vez terminados los estudios preclinicos, sea en pacientes diagnosticados de
carcinoma no microcitico de pulmoén donde testar por primera vez el citado
farmaco.

Todo lo anteriormente expuesto en conjunto con estos resultados sugieren
que la expresion de Choka es un factor de mal prondstico en pacientes con
carcinoma no microcitico de pulmén en estadios precoces. Ademas, todos los
datos bioldgicos expuestos soportan claramente estos resultados. Sin embargo,
nuestro trabajo tiene una serie de limitaciones. En primer lugar, debemos destacar
que los datos obtenidos en este estudio sobre el cancer de pulmon no microcitico

surgen del estudio retrospectivo de pacientes operados a los cuales, a partir de
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una muestra congelada, se determina por qRT-PCR la expresion de Choka. Tanto
la tecnologia empleada como las limitaciones propias de un estudio retrospectivo
deben ser analizadas para determinar el valor real de los resultados ofrecidos. Asi,
las curvas de supervivencia (SLE y SG) representadas por el método de Kaplan-
Meier y los test log-rank que comparan las representaciones graficas de ambos
grupos, alumbran un resultado estadisticamente significativo cuanto a la SLE vy
una clara tendencia en el caso de la SG que conceden una supervivencia opuesta
en funcién de la expresiéon de Choka, de tal manera que aquellos pacientes que
expresan el ARNm de Choka tienen un claro peor prondstico frente aquellos que
no lo expresan. Los datos retrospectivos pueden tener importantes limitaciones
metodoldgicas por lo que cada uno de los factores prondsticos conocidos en el
carcinoma no microcitico de pulmon deben ser analizados. Por ejemplo, se sabe
que el estadio es el factor prondstico mas importante en este tipo de tumor. De
esta manera, la validez de los datos estaria claramente robustecida si en ausencia
de la variable explicativa que nosotros evaluamos, el estadio fuera factor
prondstico en un analisis univariante dentro de nuestra serie. Se ha observado la
asociacion clara tanto en el analisis univariante como en el multivariante del
estadio con la SLE y la SG, con la salvedad de que hemos encontrado uno de los
grupos pronosticos, aquellos pacientes con estadio Il que tienen un prondstico
tanto en recaida como en supervivencia global mucho mas favorable de lo
esperado. Durante toda la redaccion de este trabajo se ha insistido en que el unico
factor prondstico solido, hasta el momento actual es el estadio basado en el TNM,

entonces: ¢por qué el estudio aunque encuentra significacion estadistica no
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clasifica segun lo esperado al grupo de estadios IlI? La principal tesis es la del
tamafno muestral, un tamano muestral reducido como es el caso, no permite
detectar diferencias de prondstico reducidas, condicionandose la posibilidad de
encontrar estas diferencias por el tamafo de los subgrupos. La distribucién de los
casos entre los distintos estadios es: 1:26, 11:10, 111:13 y IV:3. Esta distribucion
condiciona un claro disbalance entre los distintos subgrupos, lo que aunque
permite alcanzar significacion al estudiar el estadio quiza no elude la aparicidon de
sesgos de seleccion dentro de cada subgrupo. Observandose en el analisis de las
curvas de supervivencia que los pacientes en estadio |l tienen en nuestra muestra
peor pronostico que aquellos que presentan estadio lll, claramente tenemos un
sesgo de seleccidn ya que el escaso numero ha podido condicionar que se hayan
seleccionado pacientes con un anormal peor pronostico. O de otra manera puede
ser que el escaso numero de pacientes en estadio Ill en nuestra muestra tienen un
extraordinario buen prondstico. Otros factores que han podido condicionar este
resultado es el sesgo de seleccion cometido por los cirujanos al solo operar
pacientes con estadios Il si su situacion general fuera excelente, realizando una
seleccidon mas cuidadosa de los enfermos con estadios IlIIA que probablemente
tendrian una menor comorbilidad que los pacientes seleccionados para una
cirugia con una menor carga tumoral. Esto es comprensible ya que los estadios
[lIA iran preferentemente a una neumonectomia mientras que los estadios | y Il
podran ser abordados mediante una lobectomia. En el subgrupo de pacientes en
estadio IlIB se produce de nuevo una seleccion muy cuidadosa de los enfermos

sometidos a cirugia, ya que en general se unen dos condiciones muy restrictivas:
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una muy buena respuesta a la quimioterapia de induccion y de nuevo una escasa
comorbilidad. Estos problemas se asumen cuando se realiza un estudio
retrospectivo piloto como es el caso.

Por otro lado, la tecnologia empleada en el analisis de muestras quirurgicas
puede generar limitaciones en términos de reproductibilidad. En primer lugar, al
ser una técnica relativamente novedosa nos encontramos que los distintos grupos
de investigadores realizan sus experimentos en lo basico de manera similar pero
con ciertos detalles que los diferencian, por lo que la falta de estandarizacion debe
ser considerada una importante limitacién. Por ejemplo, la eleccion de los genes
houskeeping marcara los valores de referencia sobre los que después se va a
establecer el ACt de la muestra. La complejidad de esta forma de andlisis se
concreta en la dificultad para reproducir estos estudios por distintos laboratorios,
conduciendo en el momento actual a la busqueda de consensos inter-laboratorios
que permita la generalizacién de este tipo de estudios.

En cualquier caso al tratarse de un estudio piloto, los resultados obtenidos
son prometedores, ya que con independencia del tamafo muestral se ha obtenido
una diferencia claramente significativa entre ambos grupos tanto para la SLE. Asi
los pacientes que sobre-expresan Choka mediante gqRT-PCR tienen un claro peor
prondstico. Ademas, la plausibilidad biolégica con la que este modelo se
manifiesta en las distintas fases de estudio preclinicas, y en los distintos tumores
genera un importantisimo soporte a la principal conclusion de nuestro trabajo.
Finalmente, indicar que este trabajo puede ser empleado como fundamento para

la validacién de la potencia predictora que posee la determinacién de Choka
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mediante qRT-PCR en otras series mas numerosas y de otras instituciones vy, en

segundo lugar, validar los datos obtenidos en ensayos clinicos aleatorizados.
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El cancer de pulmén es la causa mas frecuente de muerte por cancer a
escala mundial(1-4). Ademas el numero de casos y de muertes por cancer de
pulmén ha estado aumentando afo tras afio durante mas de la mitad del siglo
pasado, provocando mas de 600.000 muertes en 1995. Se prevé que este
numero continde incrementandose durante las primeras décadas del presente
siglo (4;5). En Espafa, se diagnostican 18.500 nuevos casos al afno y ha sido
responsable de 17.308 muertes en el aino 2000(6). Esto supone una prevalencia
aproximada de 24.000 casos/ano, lo cual refleja la altisima letalidad de este tumor.
Asi, menos del 15% de los pacientes logran sobrevivir cinco anos tras el
diagnostico.

El CPCNP puede ser tratado con éxito mediante reseccidon quirurgica
cuando se encuentra localizado. En el caso de la enfermedad localmente
avanzada, la quimioterapia basada en el cisplatino es efectiva, consiguiendo
mejorar la supervivencia y la calidad de vida. En la enfermedad avanzada el
empleo de combinaciones de dos farmacos quimioterapicos es la mejor opcion
terapéutica. Los recientes avances en el uso de farmacos antiangiogénicos y el
mejor conocimiento del receptor EGFR y la poblacién susceptible de responder al
tratamiento de farmacos contra esta diana, esta permitiendo mejorar la evolucion
de determinados pacientes con cancer de pulmén (aquellos con histologia no
epidermoide o con mutaciones del EGFR que sensibilizan frente al uso de
pequefias moléculas frente a este receptor). Sin embargo, la supervivencia global

de este tipo de enfermedad ha pasado de ser de un 15% a un 16% en los ultimos
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20 anos(52). Esta situacion demuestra la necesidad de definir lo mas finamente
posible la situacion de la enfermedad en cada enfermo. La heterogeneidad de los
pacientes incluidos en cada estadio y su dispar pronostico y evolucion esta
animando a los distintos grupos investigadores a encontrar nuevos factores
pronosticos que sean capaces de conducirnos hacia un tratamiento lo mas
personalizado posible.

Choka es la enzima responsable de la sintesis de PCho, y esta implicada
tanto en procesos metabdlicos como en proliferacion celular (137;142). Varios
estudios han demostrado su implicacion en el desarrollo de diversos tumores entre
los que se encuentra el cancer de pulmoén(140). Recientemente se ha establecido
Choka como un nuevo oncogén que interviene en la transformacién tumoral de las
células humanas, induciendo tumorogénesis “in vivo”(135).

En el presente trabajo se pretende establecer Choka como un nuevo
marcador prondstico molecular que ayude a implementar la clasificacion de los
CPCNPs, con la intencion de seguir avanzando hacia un tratamiento
personalizado del cancer de pulmon.

Se establecieron dos subgrupos de pacientes diagnosticados de carcinoma
no microcitico de pulmén para realizar evaluaciones biologicas diferentes. Por un
lado, existia un subgrupo de pacientes diagnosticados de CPCNP intervenidos
quirargicamente (n=53) en los que se realiz6é la determinacion por TagMan. Por
otro lado, el subgrupo de pacientes en estadios avanzados (n=62) se empled para

realizar el estudio con inmunohistoquimica. ElI motivo de esta seleccion radicé en
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la necesidad de disponer de muestras tisulares fijadas mediante congelacion para
proceder a la extraccion de ARNm.

Los resultados obtenidos demuestran que la expresion de colina-quinasa,
analizada mediante qRT-PCR en muestras quirurgicas procedentes de pacientes
diagnosticados de carcinoma no microcitico de pulmon, se correlaciona con una
menor SLE. Por ello, podemos considerar que la expresion de colina-quinasa es
un factor de mal prondstico, en cuanto a la recaida, para aquellos pacientes
tratados mediante cirugia. Los datos obtenidos a través de inmunohistoquimica no
permiten diferenciar a los pacientes, por lo que actualmente no podemos
considerarla como una técnica valida para la determinacién de Choka

La plausibilidad biolégica con la que este modelo se manifiesta en las
distintas fases de estudio preclinicas, y en los distintos tumores genera un
importantisimo soporte a la principal conclusién de nuestro trabajo. Finalmente,
indicar que este trabajo puede ser empleado como fundamento para la validacién
de la potencia predictora que posee la determinacion de Choka mediante qRT-
PCR en otras series mas numerosas y de otras instituciones y, en segundo lugar,

validar los datos obtenidos en ensayos clinicos aleatorizados.
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Conclusiones:

1. Se ha detectado la sobreexpresién de Colina-quinasa
mediante gRT-PCR sobre muestras en fresco de carcinoma no
microcitico de pulmon intervenido quirdrgicamente en un 52,8% de

los pacientes.

2. Un incremento del numero de copias de ARNm de este
nuevo oncogen se asocia con una menor supervivencia libre de
enfermedad con una p=0,05, en el grupo pacientes intervenidos

quirurgicamente.

3. La sobreexpresion de colina-quinasa, medida mediante
gRT-PCR, en pacientes intervenidos quirargicamente presenta una

tendencia a la asociacion con menor supervivencia global (p=0,07).

4. El estadio, en funcién de la clasificacion TNM, se asocia
a la supervivencia libre de enfermedad en los pacientes intervenidos

quirurgicamente con una significacion estadistica de p=0,003.

5. El estadio, en funcion de la clasificacion TNM, se asocia
a la supervivencia global en los pacientes intervenidos

quirurgicamente con una significacién estadistica de p=0,003.

6. La expresion de colina-quinasa se relaciona, con el
subtipo histolégico, en el grupo de pacientes intervenidos

quirargicamente.
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7. La determinacion por inmunohistoquimica de la
expresion de colina-quinasa dio como resultado la tincion de la
totalidad de los casos incluidos en estadios avanzados de carcinoma

no microcitico de pulmon.

8. Los datos obtenidos a través de inmunohistoquimica no
permiten diferenciar a los pacientes, por lo que actualmente no
podemos considerarla como una técnica valida para la determinacion
de colina-quinasa.

9. Este trabajo puede ser empleado como fundamento
para la validacion de la potencia predictora, que posee la
determinacién de Choka mediante qRT-PCR, en otras series mas

numerosas y de otras instituciones.
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10.  gRT-PCR.

La PCR (del inglés Polymerase Chain Reaction) es una técnica que nos
permite amplificar una secuencia de nucleétidos determinada. Esta amplificacion
se fundamenta en la complementariedad de la bases nucleotidicas y la capacidad
de separacion de la doble hélice a ciertas temperaturas. La reaccion se lleva a
cabo en un termociclador y consiste en la amplificacion de una secuencia de ADN
mediante la utilizacion de una enzima que actua a temperaturas superiores a los
70°C, denominada Taq polimerasa. Para que la enzima pueda comenzar a copiar
la secuencia problema de ADN es necesaria la utilizacion de una pareja de
oligonucledtidos, llamados cebadores o primers, que hibridan especificamente con

dicha secuencia. Cada ciclo de la hibridacion consta de los siguientes pasos:

- Desnaturalizacién de la doble cadena de ADN, que se realiza por

aumento de la temperatura hasta 95°C.

- Anillamiento o hibridacion de los oligonucleétidos a las cadenas

sencillas (la temperatura varia dependiendo de las secuencias del oligonucleétido)

- Copia de la cadena molde por la enzima Taq polimerasa, que se

realiza entre 55y 75°C.

Al duplicarse la cantidad de ADN amplificado en cada ciclo se producira un
aumento exponencial del numero de copias del ADN problema, que facilitara el

estudio posterior del mismo.
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La RT-PCR es una variante de la PCR que permite el analisis de ARNm
mediante su conversidon en ADNc por una enzima ADN polimerasa llamada

transcriptasa inversa.

La RT-PCR cuantitativa (QRT-PCR) permite medir el producto de la PCR
directamente a medida que se va acumulando(180;181). Ademas de los
cebadores directo y reverso de la reaccidon de PCR, este sistema utiliza una
sonda, que consiste en un oligonucleétido complementario de la secuencia que se
va a amplificar marcado con una sustancia fluorescente (F) y una sustancia (Q)
que suprime esta fluorescencia. Durante la fase de extension de la PCR no existe
fluorescencia mientras la sonda este intacta, ya que es suprimida por la
proximidad de la sustancia Q. Una vez la amplificacién se produce, la sonda se
degrada por la actividad 5’-3’ exonucleasa de la Taq polimerasa, y la sustancia

fluorescente deja de ser suprimida por la sustancia Q. (Figura 1).

De esta forma, con cada ciclo de la PCR se producira un incremento de la
sefal fluorescente hasta que la curva alcanza una meseta. El ciclo de PCR en el
que la fluorescencia alcanza un valor umbral de 10 veces la desviacién estandar
de la fluorescencia basal es el que se toma de referencia para la medida
cuantitativa. Este ciclo se denomina ciclo umbral o threshold cycle (Ct) y es
inversamente proporcional a la cantidad inicial de secuencia a amplificar.

(Figura2)(182-184).

En Oncologia el tipo de andlisis que se realiza de estos datos es la

cuantificacion relativa, en la que se comparan los niveles de expresion de un
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determinado gen entre dos 0 mas muestras para identificar el niumero de veces

que se expresa mas 0 menos un gen en una muestra respecto a la otra.

Existe en el mercado, productos para el anadlisis de la expresion génica por
gRT-PCR, consistentes en colecciones de sondas y cebadores predisefiados que
permiten la cuantificaciéon especifica de cualquier gen descrito en las bases de
datos. Ademas existen unos dispositivos denominados tarjetas microfluidicas que

permiten realizar el andlisis de la expresion de multiples genes simultdneamente.

Para la realizacidon de este tipo de estudios se debe seleccionar ademas del
gen problema uno o varios genes de referencia, también Illamado control
endogeno o housekeeping, es aquel cuya expresion, a priori, no varia de un caso
a otro, por lo que permitiria garantizar la existencia de una misma cantidad de
ARNm en las distintas muestras estudiadas. En nuestro estudio se utilizo la

subunidad 18S de la ARN ribosomal (18S) y el gen GADPH.

Descripcion del método.

A) Aislamiento del ARN total:

El ARN total fue extraido de las muestras congeladas con Trizol Reagent

(Invitrogen). Siguiendo el protocolo de la casa comercial.

La concentracién y pureza del ARN total aislado se determind mediante

espectrofotometria, midiendo la absorvancia a 260 y 280 nm.
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B) Sintesis de ADN complementario.

Para la preparacion del ADNc se utilizo 1ug de ARN total con el High

Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems) durante 2 horas a 37°C.

C) Reaccion gRT-PCR.

El analisis del ADNc se llevo a cabo por triplicado utilizando el ABI PRISM
7700 Sequence Detector (Applied Biosystems). Como controles internos se utilizd
el ARNm de GADPH vy la fraccion ribosomal 18S amplificdndose conjuntamente

con el de Choka. Como soporte se utilizaron tarjetas microfluidicas.

D) Medicion de la expresidn génica.

El gen de Choka se analizdé en paralelo con el gen de referencia 18S. Los
datos del ciclo umbral o Ct para cada muestra fueron generados a traves del
software especifico SDS versidon 2.1 (Applied Biosystems). Los cambios existentes
en la expresion génica fueron calculados con el mismo software, utilizando el
método ACt. Para ello se determind en primer lugar el valor ACt del gen Choka de

las 40 muestras y la muestra calibradora.

ACt Choka en muestra n = Ct Choka en muestra n- Ct 18S en muestra 1

Una vez obtenidos estos datos se calculo el punto de corte a partir del cual
se considera sobre-expresion del ARNm de Choka en funcion de la curva COR de
distribucion de los valores de ACt, eligiendo un punto de corte con la mayor

sensibilidad y con una menor pérdida de especificidad que se encontrara siempre
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por encima del nivel de expresién de Choka en una muestra comercial de tejido de

pulmoén normal.
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Figura 20. RT-PCR cuantitativa.

Taq polimerasa
= o Sonda

Secuencia a amplificar
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Secuencia amplificada
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Intensidad de fluorescecia
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Figura 21. RT-PCR cuantitativa.

Plateau de la PCR
Valor umbral
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12. Glosario.

BNCO. Bronconeumopatia cronica obstructiva.

C, Cho. Colina.

CATX-8. Proteina relacionada con ras, rab-25.

Chok. Colina-quinasa.

CPCNP. Carcinoma de pulmén de célula no pequefia.
EGF. Factor de crecimiento epidérmico.

EGFR: Receptor del Factor de crecimiento epidérmico.
FGF. Factor de crecimeinto de fibroblastos.

GAP. Proteinas activadoras de GTPasas.

GDI. Inhibidores de la disociacion de guanina.

GEF. Factores intercambiadores de nucleétidos de guanina.
HGF. Factor de crecimiento de hepatocitos.

HMGIY. Proteina del grupo de alta motilidad isoforma l e Y.
HPCAL-4. Proteina similar a la hipocalcina 4.

HRG. Herregulina.

IGFBP3. Proteina de union al factor de crecimiento similar a insulina 3.
LDH. Lactato deshidrogenasa.

MAPK. Proteina-quinasa activada por mitdgenos.

MMP. Metaloproteinasas de la matriz.

NOLA-3. Miembro 3 de la familia nucleolar.

PA. Activador del plasminégeno

PAI. Inhibidor del activador del plasminégeno.
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PCho. Fosfocolina.

PDGF. Factor de crecimeinto de rivado de plaquetas.

PI3K. Fosfatidilinositol 3 quinasa.

gRT-PCR. Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo
real.

RhoA. Miembro A de la familia de genes homadlogos a ras.
ROCK. Proteinquinasa 1 asociada a Rho.

S1P. Esfingosina-1-fosfato.

SFTP. Proteinas del surfactante pulmonar.

SG. Supervivencia global.

SLE. Supervivencia libre de enfermedad.

SPC. Esfingosilfosfocolina.

TGF. Factor de crecimiento transformante.

THP. Tiempo hasta la progresion.

TIMP. Inhibidor tisular de las metaloproteinasas de la matriz.
TK. Tirosin-quinasa.

t-PA. Activador tisular del plasminégeno.

TTF-1. Factor de transcripcion tiroidea.

uPA. Activador del plasmindgeno tipo uroquinasa.

VEGF-C. Factor de crecimiento derivado del endotelio vascular C
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