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1- INTRODUCCION






1.1. Cancer de Pulmoén

Epidemiologia

El cancer de pulmédn es el tumor con mayor incidencia en los seres humanos,
siendo la principal causa de muerte por cancer en el mundo occidental®. Segun datos
de la OMS, en 2007 ocurrieron 1,4 millones de defunciones por esta causa en todo el
mundo®. En Espafia, alrededor de 20.000 casos de cdancer de pulmoén son
diagnosticados cada ano, distribuidos en un 18,4% de los tumores entre los hombres
(18.000 casos) y el 3,2% entre las mujeres (2.000 casos)?, siendo responsable de mas
de 17.000 muertes por afio. La supervivencia media a los 5 afios es de un 15% para
todos los estadios clinicos, de un 49,5% en estadios localizados, de un 20,6% en
estadios localmente avanzados y sélo de un 2,8% en la enfermedad metastasica”.

Etiopatogenia

Tabaquismo: El tabaquismo es el factor de riesgo mds importante para el
desarrollo del cancer de pulmén. Este aumenta con la cantidad y la duracion del
consumo de cigarrillos. Los estudios demuestran una incidencia en EE.UU ajustada a la
edad, en fumadores de 174-362 por 100.000 habitantes por aifo en varones y de 149-
293 por 100.000 habitantes por afio en mujeres, en comparacion con una incidencia de
45-141 y de 65-179 por 100.000 habitantes por afio en mujeres y varones fumadores
pasivos, respectivamente. En contraste la incidencia en no fumadores es de 4,8-13,7 y
de 14.4 a 20.8 por 100.000 habitantes por afio en mujeres y varones no fumadores
respectivamente. En EEUU aproximadamente el 80% de las muertes relacionadas con
cancer de pulmén se deben al tabaquismo”.

Factores Ambientales / Exposicion ocupacional: Otros factores de riesgo en el
cancer de pulmdn son la exposicidon ocupacional o ambiental al raddn, el asbesto,
metales como el cromo, cadmio, arsénico, niquel cobalto, ciertos productos quimicos
organicos, la radiacion, el benzo-pireno, el benceno y el ozono®.

Susceptibilidad genética y marcadores moleculares de prondstico: La
susceptibilidad genética juega una importante funcién en el desarrollo del cancer de
pulmén, especialmente en aquellos sujetos que desarrollan la enfermedad a una edad
temprana. Muchos estudios han analizado la relacién entre los polimorfismos que
afectan la expresiéon o la funcién de las enzimas reguladoras del metabolismo de

carcinégenos y de las enzimas de reparacion del ADN en pacientes con céncer de



pulmoén. Aunque no sea objeto de estudio de ésta tesis doctoral, se citan a
continuacion las mas importantes:

El gen p53 o tp53, también llamado el "guardian del genoma", se encuentra en
el brazo corto del cromosoma 17 (17p13) y resulta esencial para inducir la respuesta
de la célula ante el dafio del ADN, deteniendo el ciclo celular en caso de mutacién’. La
mutacion mas frecuente, comun a todas las histologias del carcinoma pulmonar no
microcitico (CPNM), es la mutacion de p53, lo que conduce a la inestabilidad gendmica,
siendo la transversion mas frecuente la sustitucién de T por G en poblaciéon fumadora
(30%)%°.

Otra mutacion que se relaciona con el prondstico en el cancer de pulmén es la
mutacion del gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), que regula
muchos procesos metabdlicos y fisioldgicos. En las células tumorales, la actividad de
EGFR puede ser desregulada por diversos mecanismos oncogénicos, incluyendo la
mutacion del gen EGFR, asi como el aumento del numero de copias del gen y la
sobreexpresion del mismo™. La activacién inadecuada de EGFR resulta en un aumento
de la supervivencia de la célula maligna, la proliferacidn, la invasiéon y la diseminacién a
distancia (metdastasis). Estos hallazgos han proporcionado una base para el desarrollo
de agentes nuevos cuyo diana es el EGFR son los Ilamados farmacos inhibidores

tirosina quinasa tales como erlotinib y gefitinib™ ™.

Las proteinas Ras (proteinas
relacionadas con la via EGFR que envian sefiales de proliferaciéon al nucleo) son
reguladoras de la proliferacion celular, la diferenciaciéon, la motilidad y la
apoptosis.BlLas mutaciones en la familia de los protooncogenes RAS, que comprende H-
RAS, N-RAS y K-RAS, son muy frecuentes. Se han observado mutaciones (la mas comun
en el coddn 12)'* del gen KRAS en 20% a 30% de CPNM, mas comunmente en los

15»17. Las

adenocarcinomas y en lesiones precursoras implicando un peor prondstico
mutaciones KRAS y EGFR parecen ser mutuamente excluyentes y pueden conferir
resistencia al tratamiento basado en inhibidores tirosin kinasa’®?*. Por otra parte, se
han identificado mutaciones y translocaciones del gen Anaplastic lymphoma kinase
(ALK) en distintos tipos de cancer, entre ellos el CPNM. EML4-ALK es un gen de fusidn
aberrante que codifica una proteina citoplasmatica quimérica constitutiva con
actividad quinasa. Estas mutaciones son poco frecuentes, pero su interés reside en que

constituye una nueva diana terapéutica®> .



Se han realizado multiples estudios de marcadores moleculares prondstico y de
respuesta para entender los mecanismos de resistencia a la quimioterapia, su relacion
con el prondstico y con la respuesta segln su expresidon en estos pacientes. Entre los
mas importantes se incluyen la expresidn de la proteina de reparacién por escision del
grupo de complementacién cruzada 1(ERCC1), como marcador de resistencia a las

24-25

sales de platinos™ >, la expresion de la subunidad 1 grande de la ribonucledtido

26-28

reductasa (RRM1), como marcador de resistencia a gemcitabina®™ ", la tubulina clase

I11B, como marcador de resistencia a vinorelbina y a taxanos*?°, la sobreexpresién del
gen cancer de mama 1 (BRCA1), como marcador de resistencia a las sales de pIatino31
Asi también, la determinacién de los niveles de timidilato sintasa (TS), como marcador
de sensibilidad a pemetrexed32'33. Sin embargo, por el momento no se ha conseguido
demostrar una mejoria en la supervivencia con un tratamiento dirigido seglin este
perfil, respecto al tratamiento estandar”.

Por tanto, existen alteraciones en los genes claramente relacionados con el
desarrollo y el prondstico del CPNM, y su estudio ha permitido desarrollar nuevos
farmacos con actividad sobre la enfermedad.

Clasificacion anatomopatoldégica

Desde un punto de vista clinico, el cancer de pulmén se clasifica en dos tipos
principales en funcién de la histologia de células malignas: el carcinoma de pulmén de
células pequefias (CPM) y el CPNM.

El CPM, es un subtipo cuyas células presentan esta caracteristica (pequefias o
células en “avena”), con muy mal prondstico y que constituye la minoria de los casos.
El CPNM en cambio, es un agregado heterogéneo de tipos histoldgicos. Entre las mas
comunes se encuentran el carcinoma de células escamosas, el adenocarcinoma y el
carcinoma indiferenciado de células grandes. Estos 3 grupos representan el 85% de los
carcinomas broncogénicos, y han sido agrupados porque sus métodos de diagndstico,
estadificacion, prondstico y tratamiento fueron similares hasta hace poco tiempo35. En
las Tablas 1.1 y 1.2 se detalla la clasificacién histolégica propuesta por la OMS en 1999

aceptada hasta la fecha y su correspondiente clasificacion segun grado histolégicossz

Tabla 1.1. Tipos histolégicos del CPNM

1-Carcinoma de células escamosas:



Papilar
Células claras
Células pequeiias
Basaloides
2-Adenocarcinoma:
Acinar.
Papilar.
Carcinoma bronquioloalveolar:
No mucinoso.

Mucinoso.

Mezcla de mucinoso y no mucinoso o de tipo celular indeterminado.

Adenocarcinoma sélido con mucina.
Adenocarcinoma con subtipos mixtos.
e Variantes.
Adenocarcinoma fetal bien diferenciado.
Adenocarcinoma mucinoso ("coloide").
Cistoadenocarcinoma mucinoso.
Adenocarcinoma de anillo de sello.
Adenocarcinoma de células claras.
3-Carcinoma de células grandes.
e Variantes.
Carcinoma neuroendocrino de células grandes.
Carcinoma neuroendocrino de células grandes combinado.
Carcinoma basaloide.
Carcinoma con apariencia de linfoepitelioma.
Carcinoma de células claras.
Carcinoma de células grandes con fenotipo rabdoide.
4-Carcinoma adenoescamoso
5- Carcinoma con elementos pleomoérficos, sarcomatoides o sarcomatosos.
Carcinoma de células fusiformes o gigantes.
Carcinoma fusiforme.

Carcinoma de células gigantes.



Carcinosarcoma.
Blastoma pulmonar.
6- Tumor carcinoide.
Carcinoide tipico.
Carcinoide atipico.
7-Carcinoma del tipo de glandulas salivales.
Carcinoma mucoepidermoide.
Carcinoma cistico adenoide.

8- Carcinoma no clasificado

Tabla 1.2 Grados histoldgicos

Gx: no puede valorarse el grado
G1 Bien diferenciado

G2 Moderadamente diferenciado
G3 Mal diferenciado

G4 indiferenciado

Lesiones pre-invasivas

Hiperplasia alveolar atipica (HAA)

Es una lesién precursora del adenocarcinoma. Es un hallazgo tipico encontrado en
piezas de reseccion pulmonar de tumores mas avanzados. Son sindnimos: hiperplasia alveolar
atipica, adenoma bronquioloalveolar, e hiperplasia alveolar atipica de células cuboideas. Son
lesiones que miden tipicamente menos de 5 mm y estdn compuestos de neumocitos tipo |l
atipicos proliferando en la pared alveolar.

Lesiones invasivas

Los principales tipos de CPNM son el carcinoma de células escamosas, el
adenocarcinoma y el carcinoma de células grandes.

Adenocarcinoma

Se localizan radioldégicamente en la periferia del pulmdn e histoldgicamente en
las pequefias vias aéreas. El adenocarcinoma mucinoso se diferencia del
adenocarcinoma coldnico por su inmunohistoquimica: el anticuerpo Factor 1 de
transcripcion tiroideo (TTF1) es util como marcador de tumores originarios de pulmén

o de tiroides’’. En cuanto al carcinoma bronquioloalveolar, existen variantes



mucinosas y no mucinosas. El tipo mucinoso se caracteriza por el crecimiento de
grupos de células malignas mucinosas en las paredes alveolares. Esta variante tiende a
ser multifocal. La forma no mucinosa esta compuesta por neumocitos tipo Il o de
células claras que exhiben anaplasia nuclear y pleomorfismo mayor a HAA pero menor
gue otros tipos de adenocarcinoma. El tumor crece en la pared alveolar impidiendo el
intercambio gaseoso ocasionando un shunt intrapulmonar38. Este subtipo de
adenocarcinoma en mujeres no fumadoras asiaticas con mutaciones EGFR es
especialmente sensible a ciertos tratamientos especificos como luego se comentara™>.

Noguchi et al 40

describieron 5 subtipos histolégicos de carcinoma
bronquioloalveolar (A-E) donde el subtipo A y B se asociaban a un 100% de
supervivencia ( carcinoma in situ) sin invasién de estroma ni vasos linfaticos, creciendo
en el interior de la via aérea. Un subtipo invasivo es el subtipo mixto (tipo C de
Noguchi); la mortalidad para este subtipo a los 5 afios es de un 20% indicando su
capacidad para invadir espacios angiolinfaticos. Los subtipos D y E tienen
respectivamente mayor mortalidad en relacidn a un alto grado histoldgico e invasion
del estroma.

Carcinoma indiferenciado de células grandes

Esta compuesto de células grandes sin diferenciacion citoplasmatica
representando aproximadamente el 15% de todos los tipos de cancer de pulmén. Este
subtipo histolégico presenta un fenotipo neuroendocrino parcial que se reconoce por
su histologia carcinoide, la inmunohistoquimica con cromogranina A y sinaptofisina y
por la demostracién ultraestructural de granulos nucleares densos. El prondstico es
similar al del adenocarcinoma®®. Aproximadamente el 50% de los carcinomas de
células grandes expresa TTF1, sin embargo, raramente expresan otras citoqueratinas
(CK) como la 1,5, 10, 14y 20",

Carcinoma de células escamosas

Clinicamente se presenta como una masa pulmonar que crece en el bronquio
proximal como un tumor central en estadios de displasia progresiva desde carcinoma
in situ hasta los estadios invasivos. Histoldgicamente se compone de células epiteliales
bronquiales con queratinizacion, puentes celulares o formacién de perlas. En ellas se

muestran los marcadores caracteristicos relacionados con la queratinizacién; la



mayoria expresa la queratina de alto peso molecular, CK5 y CK6, pero no expresa TTF1
447 ndemds, p63 ha sido identificado como un marcador de diferenciacién escamosa®
Carcinoma adenoescamoso
Es un subtipo histolégico con areas de diferenciacion escamosa y areas de

adenocarcinoma. Se presentan como tumores periféricos y presentan prondstico
similar al del adenocarcinoma.

Carcinomas pleomorficos

Incluyen carcinomas con células gigantes y multinucleadas, con morfologia
sarcomatosa y carcinomatosa. Son variantes muy agresivas.

Carcinomas de tipo glandula salival

Incluyen al carcinoma mucoepidermoide de bajo y alto grado, el carcinoma adenoide
quistico y el carcinoma de células acinares. Suelen crecer en la submucosa de los grandes
bronquios.

Carcinoides

Presentan fenotipo neuroendocrino. Son tumores de bajo grado con baja
incidencia de metastasis. Cuando se presentan con anaplasia nuclear, alto grado de
mitosis y necrosis se clasifican como atipicos y éstos presentan un elevado riesgo de
metdstasis, y por lo tanto mal pronéstico™.

Estadificacién

Clasicamente la estadificacion del CPNM se ha basado en el sistema de

estadificacion TNM**°,

En 2009 la Union Internationale Contre le Cancer y el
American Joint Committee on Cancer publicaron la séptima edicidn de la clasificacidon
TNM de los tumores malignos®*basada en la revision de 100.869 pacientes
procedentes de 20 paises y de 45 bases de datos diferentes. En las Tablas 1.3 y 1.4 se
describen las definiciones TNM segun la citada clasificacién y los estadios clinicos

correspondientes.

Tabla 1.3.Definiciones TNM
Tumor primario (T)
TX: el tumor primario no se puede evaluar o se comprobd el tumor por la presencia

de células malignas en el esputo o las secreciones bronquiales, pero no se visualiz6 mediante

imaginologia o broncoscopia.



TO: no hay prueba de tumor primario.
Tis: carcinoma in situ.

T1: tumor que mide 3 cm o menos en su mayor dimensién, rodeado por pleura
pulmonar o visceral, y sin prueba broncoscépica de invasién mas proximal que un Iébulo
bronquial
T1a: tumor menor de 2 cm
Tlb: tumorentre 2y 3 cm

T2: tumor con cualquiera de las siguientes caracteristicas de tamafio o grado:

e Mayor de 3 cm en su dimensidn mayor
e  Compromete el bronquio principal y estd a 2 cm o mas de la carina
e Invade la pleura visceral

Atelectasias o neumonitis obstructiva que se extiende hasta la regién hiliar, pero que
no compromete todo el pulmén. Se subdivide en :

. T2a: tumor >3cm pero<oiguala5cm
. T2b: tumor >5 pero <7 cm

T3: tumor > 7 cm o de cualquier tamafio que invade directamente cualquiera de los
siguientes sitios: pared toracica (incluso tumores del surco superior), diafragma, pleura
mediastinica, pericardio parietal; o tumor en el bronquio principal a menos de 2 cm de la
carina, pero sin compromiso de la carina; o atelectasia relacionada con neumonitis obstructiva
de todo el pulmdn asi como la presencia de nddulos adicionales en el mismo Iébulo.

T4: tumor de cualquier tamano que invade cualquiera de los siguientes sitios:
mediastino, corazdn, grandes vasos, traquea, esdfago, cuerpo vertebral, carina; o la
presencia de nddulo/s adicional/es en l6bulo homolateral diferente de aquel del tumor
primario

Ganglios linfdticos regionales (N)

e NX. Los ganglios linfaticos regionales no se pueden evaluar.
e NO. No hay metastasis en los ganglios linfaticos regionales.
e N1. Metastasis en los ganglios linfaticos peri bronquiales ipsilaterales o los
ganglios linfaticos  hiliares ipsilaterales, y ganglios intrapulmonares

comprometidos por extensidn directa del tumor primario



e N2. Metdastasis en el/los ganglio(s) linfatico(s) mediastinico(s) ipsilateral(es) o en el/los
ganglio(s) linfatico(s) subcarinal(es).

e N3. Metastasis en el/los ganglio(s) linfatico(s) mediastinico(s) contralateral(es),
hiliar(es) contralateral(es), escaleno(s) ipsilateral(es) o contralateral(es), o

supraclavicular(es).

Metastasis a distancia (M)

e MX. No se puede evaluar una metastasis a distancia.
e MO. No hay metdstasis a distancia
° M1. Se subdivide: .
o M1a: nédulo tumoral separado en un Iébulo contralateral; tumor con
nddulos pleurales o derrame pleural (o pericardico) maligno.

o) M1b: metastasis a distancia.



Tabla 1.4.Clasificacion de los estadios clinicos TNM en pacientes con CPNM

Estadio clinico Tumor primario (T) Afectacion Metastasis a
distancia
ganglionar regional
(M)
(N)
Carcinoma oculto Tx NO MO
Estadio O Tis NO MO
Estadio IA Tla, T1b NO MO
Estadio IB T2a NO MO
Estadio IIA Tla, Tlb N1 MO
T2a N1 MO
T2b NO MO
Estadio IIB T2b N1 MO
T3 NO MO
Estadio IIIA T1, T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
T4 NO, N1 MO
Estadio IIIB T4 N2 MO
Cualquier T N3 MO
Estadio IV Cualquier T Cualquier N M1a, M1b

Diagndstico

Una historia clinica detallada que incluya los datos sobre tabaquismo,
exposicidon ocupacional e historia familiar son fundamentales para orientar el
diagndstico, asi como un examen fisico completo.

Técnicas no invasivas

Citologias de esputo: es una prueba util en el paciente cuyo estado general
limita la realizacién de técnicas invasivas para llegar al diagndstico. La sensibilidad vy
especificidad de la técnica (3 muestras de la primera expectoracién de la mafiana) es

del 69% y del 96% respectivamente. La correlacidon cito-histologica de los diferentes



tipos de carcinoma es elevada siendo de una 96.5% para carcinoma microcitico, 95.3%
para carcinoma escamoso, 87.8% para adenocarcinoma y 81.4% para carcinoma de
células grandes.>

La tomografia axial computarizada de térax y abdomen superior tiene una
sensibilidad del 60% y una especificidad del 80% en la deteccién del cancer de pulmodn;
con equipos de mayor resolucion esta sensibilidad y especificidad puede alcanzar el
85% vy el 100% respectivamente en la deteccion de tumores endoluminales.”**.

La tomografia por emision de positrones (PET) que utiliza la fluorodeoxiglucosa
18 como marcador, es muy util en el diagndstico diferencial del nédulo pulmonar
solitario y para la valoracidon de afectaciéon adenopdtica mediastinica. La precision
global, sensibilidad y especificidad de esta técnica es del 70%, 70% y 80%
respectivamente’>.

Técnicas invasivas

La Broncoscopia flexible con aspirado del lavado bronquial y biopsia
transbronquial juega un papel importante en el diagndstico y estadificacién del cancer
de pulmdn con una sensibilidad del 50% para masas periféricas y del 37% para nddulos

pulmonares>’

. Por otra parte la sensibilidad de la biopsia transbronquial en la
estadificacion del mediastino en el meta-analisis de Holty et aISS, fue del 39% (95% Cl,
17-61%), y la especificidad combinada fue del 99%(95% IC, 96-100%).>°

El EBUS ( Endobronchial Ultrasound for the diagnosis and staging of luna
cancer): es una técnica minimamente invasiva que permite al broncoscopista la
visualizacidn por ultrasonido de la lesion a través del lumen de la via aérea. Permite
definir el grado de invasidn local en lesiones que afecten la via aérea y facilita el
diagndstico de lesiones periféricas. Su principal utilidad radica en guiar la biopsia
transbronquial de ganglios hiliares y mediastinicos para una correcta estatificacion
donde las técnicas de imagen como la TAC y la PET presentan limitaciones en el
diagnostico con una sensibilidad y especificidad del 51 y 85% y del 74 y 85%
respectivamente’” La sensibilidad y especificidad del EBUS se vio en un andlisis de 12
estudios siendo de 93% y del 100% respectivamente con falsos negativos del 9% rango
(1-37%).

La puncion aspiracion transtordcica guiada por TAC o fluoroscopia es una

técnica util en lesiones periféricas donde la biopsia transbronquial no ha conseguido



el diagndstico, con una sensibilidad del 90% y una especificidad del 97%. La
complicacién mas frecuente de este procedimiento es el neumotérax (25-30%)%.

La mediastinoscopia es considerada el método estandar para la estatificacion
ganglionar mediastinica, pero es un procedimiento quirldrgico y por tanto presenta
mavyor riesgo que las técnicas no invasivas®’.

La toracoscopia video-asistida tiene su indicacién en lesiones periféricas
menores de 2 cm de didmetro, en tumores pleurales o derrame pleural.

Por ultimo la toracotomia diagndstica estara indicada en pacientes operables
con tumores iniciales en las técnicas de imagen y aparentemente resecables®.

Evaluacion funcional

Estado de actividad o Performance status (PS): es una medida general, del
estado funcional del paciente. Mide el impacto de los sintomas del tumor junto con la
co-morbilidad, en la vida diaria de un paciente y su capacidad de autocuidado.
Ademas, constituye un factor prondstico independiente en CPNM. Varias escalas estan
disponibles para uso clinico, entre ellos, las mas comunmente utilizadas son la escala
de Karnofsky®®, v la del Eastern Cooperative Group (ECOG)*, esta Ultima con una
escala del 0 al 5 en funcion del nivel de los sintomas, la interferencia con la actividad
normal y la proporcién de las horas de vigilia pasado en la cama. De acuerdo con esta
ultima escala, los pacientes con PS 0-1 son aquellos que mantienen una actividad plena
y se encuentran asintomaticos o los sintomas no les limitan su actividad diaria. Estos
pacientes son candidatos a tratamiento seglin el estadio clinico con cirugia o a
tratamientos con quimioterapia basados en sales de platino, asociados o no a
radioterapia externa concomitante como se comentard mas adelante. En cambio
aquellos pacientes con PS2 encuentran limitaciones en la actividad fisica y precisan
reposo en cama aunque menos del 50% del dia. Para este grupo de pacientes la
valoracién del tratamiento se debe realizar de forma individualizada®>

Funcion Pulmonar: Las pruebas de funcidn respiratoria son imprescindibles para
la valoracién quirdrgica e incluyen la espirometria, y la medicion de la difusion del
anhidrido carbdnico (DLCO). Pacientes con un FEV1 (volumen espiratorio forzado en el
primer segundo) o DLCO menor de 80 % requerirdn pruebas adicionales para valorar

la reserva post-reseccion pulmonar, que incluyen gammagrafia de ventilacién/



perfusidn, test de esfuerzo cardiopulmonar y gasometria. Pacientes con una FEV1 o
DLCO prevista post-operatoria < 40% y un VO2 maximo menor de 10 ml/ min o una
saturacion < 90% presentan mayor riego de complicaciones perioperatorias o
muerte®®

Estudio de extension

Las localizaciones mas frecuentes de metastasis a distancia incluyen el sistema
nervioso central, higado, huesos, pulmones y glandulas suprarrenales. Para su
deteccion son de utilidad la tomografia craneal con contraste o la resonancia
magnética cerebral (si se sospecha metdastasis cerebral), la gammagrafia dsea (si se
sospecha de metdstasis dseas), la ecografia hepdatica( si se sospecha de metdastasis
hepaticas), la tomografia o resonancia magnética abdominal (para descartar lesiones
hepaticas y adrenales) y la PET/TAC( util para estadificar las adenopatias mediastinicas
y en el abordaje terapeutico curativo). Habitualmente el estudio inicial de extensidon
incluye una tomografia axial computarizada de térax y abdomen superior®’.

Tratamiento

Tratamiento en estadios iniciales: El tratamiento estandar es la cirugia. Durante
la misma, debe tomarse biopsia o extirparse al menos 3 estaciones ganglionares 6 6
ganglios para afirmar un diagndstico pN068. La supervivencia a 5 afios para los
pacientes tras la reseccion completa, estadios IA y IB alcanza el 78% y 58%
respectivamente, el 46% y 36% para los estadios 1A y IIB respectivamente, y el 24%
para el estadio IA%°. La causa mds frecuente de muerte tras la reseccién completa se
debe a la aparicion de metastasis a distancia que ocurre en un 15% de los pacientes
con estadio IA y alcanza un 60% en pacientes con estadio IllIA, debido a
micrometadstasis ocultas previas a cirugia. El tratamiento con quimioterapia temprana,
mejoraria la supervivencia al erradicarlas. Se han realizado estudios tanto en
neoadyuvancia (quimioterapia previa a cirugia) como en adyuvancia (tras la cirugia)
para conseguir dicho objetivo.

Papel de la quimioterapia neoadyuvante: El objetivo de administrar la
guimioterapia previa a cirugia es reducir el riesgo de metastasis a distancia tras la
misma, eliminando la micrometastasis oculta, asi como reducir el volumen del tumor

primario, las adenopatias locales y recibir el tratamiento con una mejor tolerancia que



permita evitar reducciones de dosis y retrasos. La desventaja de esta estrategia es

demorar la cirugia con intencién curativa.

El entusiasmo por el empleo de la quimioterapia neoadyuvante surgié a partir
de 2 estudios positivos de quimioterapia neoadyuvante basada en cisplatino: el
estudio de Roth et al’®, con una mediana de supervivencia de 21 meses vs 14 meses en
la rama de quimioterapia seguida de cirugia y cirugia séla respectivamente, y el estudio
de Rosell et al’*, con similares resultados (mediana de supervivencia de 22 meses vs 10
meses). Ambos estudios asociaron radioterapia mediastinica postoperatoria. En 2001,
los resultados de otro estudio francés fase Ill, mostraba un beneficio clinico con una
ganancia en supervivencia de 11 meses (37 vs 26 meses de mediana de supervivencia),
sin un aumento significativo de la mortalidad postoperatoria. No hubo diferencias
entre las tasas de recaida local’?. Posteriormente, se realizaron estudios para contestar
a la pregunta: ¢Es mejor administrar la quimioterapia antes o después de la cirugia? Un
meta-analisis encontré resultados similares en cuanto a supervivencia global (SG) y a
intervalo libre de enfermedad (ILE) en los pacientes con tumores resecables que
recibieron quimioterapia neoadyuvante o quimioterapia adyuvante’>. Felip et al
presentaron en ASCO 2009 los resultados del estudio NATCH"*, ensayo multicéntrico,
fase Il de pacientes asignados al azar a cirugia sola, quimioterapia neoadyuvante
seguida de cirugia o cirugia seguida de quimioterapia adyuvante . Este estudio recluté
a 624 pacientes con estadio clinico inicial estadio IA, IB, Il o T3N1. Los pacientes en
tratamiento neoadyuvante y adyuvante recibieron quimioterapia basada en 3 ciclos de
platinos y taxanos cada 3 semanas. El objetivo primario fue el ILE a los 5-afios. Tras un
seguimiento medio de 43 meses, no hubo diferencias significativas entre los tres
brazos (28, 32, y 24 meses para cirugia, quimioterapia neoadyuvante y quimioterapia
adyuvante respectivamente). El ILE a los 5-afios también fue similar entre los 3 grupos

y tampoco hubo diferencias significativas en la mediana de SG.

Estudios en adyuvancia: Se han realizado multiples ensayos clinicos vy
metaanalisis para valorar el beneficio de la adyuvancia respecto a la cirugia séla. En
1995, el NSCLCCG publicé un metanalisis mostrando un beneficio de la adyuvancia de
5% de ganancia en supervivencia respecto a la cirugia sola. Aunque los resultados no

fueron estadisticamente significativos, este estudio motivé el desarrollo de nuevos



ensayos clinicos”. Tres ensayos randomizados fase Il basados en quimioterapia con
sales de platino demostraron el beneficio clinico de la adyuvancia: el IALT’®, el JBR.10
"7y el ANITA®, con un rango de ganancia en supervivencia del 4,1% al 15% en los 3
estudios. En una publicacién de seguimiento del IALT”®, se vio que tras 7 afos la
ganancia de supervivencia inicial del 4% a 5 afios, no se mantenia debido a muertes
relacionadas con cancer en la rama con quimioterapia adyuvante. En contraste, el
anélisis de seguimiento del JBR.10 presentado en ASCO 2009%°, mostraba que el
beneficio se mantenia tras 9 afios de seguimiento. Asi mismo, se observd un beneficio
mantenido en el ensayo ANITA tras 7 afos de seguimientosl. El metaanalisis LACE
incluyé 4584 pacientes de 5 ensayos clinicos (entre ellos estaban incluidos los 3 que se
comentaron previamente) y concluyd que existe un beneficio clinico en la SG del 5.4%
y del ILE del 5.8% al administrar quimioterapia basada en cisplatino tras la cirugia para

pacientes con estadio Il y 11843,

El NSCLC meta-analysis collaborative group publicé recientemente® los
resultados de un meta-analisis basado en 34 estudios (8447 pacientes) sobre el
beneficio de la quimioterapia adyuvante respecto a la cirugia sola. Se observé una
ganancia en la supervivencia a los 5 afios del 4%. En esta misma publicacién se incluyd
un segundo analisis del beneficio de la quimioterapia adyuvante respecto a la cirugia
asociada a radioterapia basado en 13 estudios (2660 pacientes). Se observé un
beneficio en la supervivencia a los 5 anos del 4% a favor de la quimioterapia adyuvante
para los pacientes con estadios Il y lll. No se encontraron diferencias significativas
entre los distintos esquemas de quimioterapia incluidos. Los resultados no fueron
concluyentes para los pacientes con estadio IA y IB. Sobre este punto, las guias clinicas
de la ASCO sostienen que no existe suficiente evidencia cientifica hasta la fecha que

demuestre un beneficio de la quimioterapia adyuvante en estadio®®.

En definitiva, estd claro que tanto la quimioterapia neoadyuvante como la
adyuvante aportan beneficio clinico para los pacientes con estadio IB, Il y lll
resecables, pero la evidencia cientifica actual es mas sdlida y estd a favor de la

adyuvancia87.



Papel de la radioterapia: El tratamiento adyuvante con radioterapia (PORT) tras
la reseccion completa fue el estandar de tratamiento en la pasada década aunque su
beneficio clinico fue cuestionado. En 1998, se presenté un meta-analisis de 9 ensayos
clinicos randomizados, criticado por incluir estudios heterogéneos en cuanto a
técnicas de irradiacién ya desfasadas (1965) y equipos de cobalto junto con las
actuales técnicas y equipos modernos y concluyé que la radioterapia post-operatoria
no mejoraba el prondstico de los pacientes NO, N1, siendo incluso la supervivencia
peor para la rama que recibié radioterapia en estos grupos de pacientes®®. En un
anadlisis de la Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) basado en 7465
pacientes con estadio Il y Il tras una mediana de seguimiento de 3,5 afios no se
observd un beneficio clinico de la radioterapia adyuvante en el analisis multivariable;
en el analisis por subgrupos, si se vio un beneficio en la supervivencia para pacientes
con enfermedad N2 (HR 0,855 p=0,0077)9°. Asi mismo en el ensayo ANITA, del total de
840 pacientes, 232 recibieron radioterapia postoperatoria. El ensayo recomendaba su
administraciéon si habia enfermedad ganglionar positiva, pero no era mandatoria por
protocolo. En el andlisis de este subgrupo se vio que en caso de enfermedad N2 la
radioterapia afiadia beneficio a la supervivencia tanto a la rama de cirugia séla como a

la rama de quimioterapia adyuvante81.

Segln recomendaciones de la ESMO®, la radioterapia estd indicada en
pacientes intervenidos con reseccion no radical (R1) y en pacientes con estadio IlIA y
afectacidén ganglionar mediastinica N2.El estudio randomizado fase Il Lung Adjuvant
Radiotherapy Trial, que incluye pacientes con enfermedad N2, basado en radioterapia
conformada tridimensional se disefid para detectar una diferencia del 10% en 3 afos
del ILE como objetivo primario y probablemente aclararard el beneficio real que aporta

. 2
este tratam IEI'VCO9 .

El papel de la radioterapia asociada a la quimioterapia en la induccién en N2
microscopica es una pregunta por contestar. Sélo existe un estudio realizado por Fleck
et al. en Brasil presentado en un abstract en 1994, donde la rama que asociaba

radioterapia era mejor que la rama de quimioterapia sola®.

Tratamiento en estadios avanzados



Enfermedad localmente avanzada, ESTADIO Il B: El tratamiento estandar
actual es la quimioterapia-radioterapia concomitante radical basada en dobletes con
platino®. Inicialmente se realizaron 4 ensayos clinicos basados en cisplatino en
diferentes dosis en monoterapia. De los mismos se pudo concluir que la dosis de
radioterapia debe ser superior a 45 Gy y que el esquema de cisplatino administrado 5
dias a la semana, aumentaba la radiosensibilidad de la radioterapia y se conseguia un
mejor control locoregional aunque no se pudo demostrar un beneficio en la

supervivencia global *%.

También se realizaron ensayos con carboplatino en
monoterapia concomitante con la radioterapia, siendo negativos para la rama de

tratamiento combinado®.

Posteriormente se desarrollaron 4 ensayos que compararon el tratamiento
secuencial frente a la quimioradioterapia concomitante. El primero de ellos fue un
ensayo del grupo japonés'®, en un protocolo que combinaba quimioterapia basada en
mitomicina + vindesina + cisplatino asociada a radioterapia 56Gy con fraccionamiento
convencional, en tratamiento concomitante vs secuencial. Se observé una mejoria en
la supervivencia global de 16,5 meses vs 13,3 meses para la rama de tratamiento
concomitante (p=0,04) y una ganancia en el intervalo libre de progresién a favor del
tratamiento concomitante. El segundo estudio, llevado a cabo por la RTOG', se
incluyeron 611 pacientes aleatorizados en 3 brazos diferentes de tratamiento
secuencial frente a concomitante y distintas dosis de fraccionamiento de radioterapia;
también se demostré un beneficio en la supervivencia global a favor del tratamiento
concomitante respecto al secuencial (21% y 12% de supervivencia a 4 afos
respectivamente). Un tercer ensayo lo desarrollé el grupo aleman 102 que incluyd 219
pacientes randomizados a 2 ramas de tratamiento que asociaba quimioterapia con un
esquema que asociaba carboplatino y taxol (éste ultimo en administracién semanal) y
radioterapia concomitante frente a secuencial respectivamente. Este estudio no
demostré beneficio en la SG, pero si del ILE. Por dltimo, el grupo francés'® incluyé 205
pacientes aleatorizados a tratamiento secuencial frente a concomitante con
guimioterapia basada en doblete con cisplatino; este estudio mostré una mejor

supervivencia a favor del tratamiento concomitante aunque no estadisticamente



significativa. La dosis de radioterapia administrada en fraccionamiento estandar en los

citados ensayos fue de 60-66 Gy.

También, se ha estudiado si la consolidacion con quimioterapia tras el
tratamiento concomitante mejora la supervivencia; en ese sentido se presentd en
ASCO 2007 un estudio'® de 250 pacientes, basado en cisplatino+etopésido asociado a
radioterapia concomitante seguido o no de docetaxel en monoterapia. Este estudio
mostrd un perfil de toxicidad elevado en la rama de consolidacidén con docetaxel y una

peor supervivencia para este grupo (21,5 y 24,1 meses, respectivamente).

17 que valoraron la quimioterapia de

Por otra parte, se han realizado estudios
induccion previa al tratamiento concomitante, aunque ninguno ha mostrado un

beneficio a favor de esta modalidad de tratamiento.

Actualmente estd en estudio si dosis de radiacion mayores u otras alternativas
de fraccionamiento de dosis son mejores que el tratamiento estandar y si la asociacion
con tratamientos dirigidos como el cetuximab o el bevacizumab mejoran las

respuestas.

ESTADIO IV: La quimioterapia es superior al mejor tratamiento de soporte en
pacientes con estado funcional < 2. Se ha demostrado que la quimioterapia en el
CPNM avanzado prolonga la supervivencia y mejora la calidad de vida del paciente. Sin
embargo, la mayoria de ellos mueren en los primeros 2 afios tras el diagnésticolos. La
terapia estandar para pacientes con enfermedad en estadio avanzado estd basada en
dobletes con platino. Los ensayos que compararon las combinaciones basadas en
platino, en general, revelaron la misma eficacia con distinto perfil de toxicidad'®. El
estdndar actual de tratamiento es una sal de platino en combinacién con otro farmaco,

por lo general paclitaxel, docetaxel, gemcitabina, vinorelbina, o pemetrexed110'14.

Los pacientes con histologia de adenocarcinoma tienen un mejor prondstico y
una supervivencia con diferencias de hasta el 8% en el seguimiento a un ano respecto
al carcinoma epidermoide. Esta diferencia se conocié a partir de los resultados de los
ensayos clinicos de aprobacién del erlotinib, gefitinib y pemetrexed durante el periodo

2002-2005'"7, lo que ha demostrado que el tipo celular representa una variable



importante en la toma de decisién terapéutica. Los tratamientos dirigidos como
erlotinib, gefitinib, (inhibidores tirosina kinasa) y bevacizumab (anticuerpo anti-VEGF)
como luego se comenta, son mas seguros y efectivos en pacientes con
adenocarcinoma. Estos datos han llevado a elegir el tratamiento dptimo de primera
linea del CPNM avanzado en base al diagndstico histoldgico. Por lo tanto, este nuevo
escenario plantea un problema importante en el manejo de estos tumores precisando

de un diagndstico especifico del subtipo histoldgico*”.

1.2 .Angiogénesis

Angiogénesis tumoral, fisiopatologia

Estudios previos demostraron que la formacién de vasos sanguineos del tumor
se desarrolla mediante un proceso de angiogénesis, es decir, la formacién de nuevos
capilares por coaptacion o aparicién de brotes, a partir de los ya existentes. La
evidencia reciente ha demostrado que la neovascularizacién tumoral puede darse por
el reclutamiento de células progenitoras endoteliales derivadas de la médula ésea, en

1204 " cyando un tumor alcanza el tamafio de 1.2

un proceso llamado vasculogénesis
mm?, el oxigeno y los nutrientes son incapaces de llegar hasta las células tumorales.
Las propias células tumorales, envian sefiales a través de proteinas proangiogénicas
gue inducen el rebrote de capilares preexistentes, dando lugar a la formacién de

nuevos vasos.

El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es una molécula clave en
la regulacion al alza de la angiogénesis tumoral. El VEGF es una proteina de sefial
reguladora de la angiogénesis tanto fisioldgica como patoldgica. Se presenta con
cuatro isoformas diferentes que tienen actividades bioldgicas similares, pero difieren
en la biodisponibilidad y afinidad a sus receptores. In vitro, se ha demostrado que el
VEGF estimula la divisién y la migracién de células endoteliales. El VEGF también es un
potente vasodilatador. La familia del VEGF integra 5 miembros: VEGF-A, VEGF-B; VEGF-
C, VEGF-D y PIGF (placental growth factor). Estas proteinas interaccionan con sus
respectivos receptores (VEGFR1-3) mediando funciones angiogénicas: en condiciones

fisioldgicas el VEGFR1 se une al VEGF con una fuerte afinidad. Es esencial durante el



desarrollo embrionario, donde interviene en el reclutamiento de las células

progenitoras de la médula ésea para la formacién de neovasos. Entre las funciones de

VEGFR2 al unirse al VEGF se incluyen el envio de sefiales de angiogénesis tales como

migracion, proliferacion y aumento de la permeabilidad vascular. VEGFR3 interviene
., , 125 .. , .

en el proceso de remodelacién de los vasos sanguineos ™. En condiciones patolégicas,

es bien conocido que el VEGF interviene en el proceso de angiogénesis vy
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carcinogénesis por una regulacién a la alza™”. Los anticuerpos anti-VEGF tienen la

capacidad de suprimir el crecimiento tumoral*?’.

Inhibidores de la angiogénesis, bevacizumab

El estudio de la angiogénesis ha llevado a avances en el tratamiento de
diferentes tumores. El bevacizumab, es un anticuerpo monoclonal humanizado
recombinante contra el VEGF, que ha demostrado actividad clinica relevante en
diferentes tipos de cancer, y en particular en el CPNM'® En combinacién con
guimioterapia mejora las tasas de respuesta y la supervivencia en varios tumores
como el colorrectal, pulmén, mama, ovario y rifion™®.

En CPNM, varios ensayos clinicos de fase Il mostraron un beneficio en el ILE, al
afadir bevacizumab al tratamiento basado en platinos, docetaxel, pemetrexed o

b'3%2. Posteriormente se disefiaron dos estudios fase Ill, uno norteamericano y

erlotini
uno europeo, que compararon la quimioterapia estandar sola o con bevacizumab. Se
observé un aumento significativo en el ILE y la SG en la rama de la terapia combinada
en el estudio norteamericano, y un aumento del ILE en el estudio europe0133'4.

En resumen, la introduccién del instrumental antiangiogénico, bevacizumab,
principalmente, pero también de ITK ha traido consigo una nueva era en el
tratamiento del CPNM. Sin embargo, sélo una fraccién de los pacientes parece
beneficiarse de las mismas. Por otra parte, la evaluacién de la respuesta del tumor a
estos medicamentos es mas dificil que en el caso de la quimioterapia convencional, ya
que las terapias dirigidas, en general, no producen una reduccién del tumor rdpida y

facilmente mensurable, sino mas bien consigue largas estabilizaciones, y cambios de Ia

densidad y del contraste en las pruebas de imagen.

Células endoteliales circulantes y células endoteliales progenitoras en el cancer



Dado el importante papel de la angiogénesis en oncologia, como un mecanismo
patogénico y como un objetivo para el tratamiento, existe una creciente necesidad de
disponer de marcadores que reflejen con precision la actividad angiogénica del tumor
y los efectos del tratamiento que afectan a la vasculatura tumoral. Un candidato
prometedor como marcador potencial en ambos aspectos es el recuento de células
endoteliales circulantes. Hace mds de 35 afios se observd la presencia de células
endoteliales en la sangre™”. Estudios realizados durante la tltima década indican que
el fenotipo endotelial expresado por las células muestran una amplia gama de

136-7

caracteristicas diferentes . Las células endoteliales circulantes (CECs) tienen un

fenotipo compatible con células diferenciadas, en algunos casos apoptdticas o
necréticas, y por lo tanto mas probablemente derivadas de las paredes del vaso. Por
otra parte, existen células progenitoras circulantes que expresan antigeno endotelial, y
fueron considerados como células progenitoras endoteliales (EPCs). Para la

caracterizacion de las CECs y EPCs, se han utilizado la citometria de flujo y técnicas

138

inmunomagnéticas combinadas con la microscopia de fluorescencia®’- Otro

método para cuantificarlas es la PCR cuantitativa, con mayor sensibilidad pero menor

9

especificidad que la citometria de flujo de 4 canales™. Las células endoteliales

circulantes representan una poblacién de células maduras diferenciadas endoteliales,

gue son descamadas de la intima de los vasos sanguineos a la circulacién sanguinea. Su

fenotipo se caracteriza por la expresiéon de DNA/Sytol16®, CD45, CD31", CD146™.

Dada la escasez extrema de CEC en personas sanas, el aumento de su niumero podria

141 E| aumento del nimero de CEC

indicar la presencia de dafio endotelial o disfuncién
. . s 142 . . s

se ha documentado en diferentes tipos de cancer~". Los niveles circulantes de células

endoteliales en pacientes con cancer pueden reflejar la tasa de rotacién anormal del

endotelio, asi como la naturaleza desordenada de la angiogénesis tumoral relacionada

143 +

con el volumen tumoral vascular™. Las EPCs son un subconjunto de células CD34
(células madre pluripotentes) y se caracterizan por un fenotipo endotelial que se
define por la expresion de CD34, CD133 y VEGFR2 (KDR)***. Estas células progenitoras
aparecen en la circulacién periférica, debido a las sefiales de activacién derivadas del

1
tumor 4

. Las EPCs podrian representar un nuevo objetivo para intervenciones pro-o
anti-angiogénicas, sin embargo, la contribucion de la EPC con la angiogénesis del

tumor sigue siendo cuestionada. Un estudio reciente sugiere que la progresion del



tumor durante la vascularizacién se produce principalmente a través de la
angiogénesis tumoral cldsica, mientras que las EPC no se incorporan en la pared del
vaso™*®. Estudios preclinicos y clinicos sugieren que el recuento de CECs podria ser util
para definir la mejor opcién de tratamiento para los pacientes que son candidatos a
terapia antiangiogénica®®’, mientras que las EPCs parecen tener una funcidn

148

catalizadora al estimular el crecimiento de micro y macro-metastasis, en la

promocion de la angiogénesis durante el crecimiento del tumor, y en la
. .y , . . 149-52
revascularizacién después de ciertos tratamientos .

Se ha observado que los niveles crecientes de CECs son un indicador de
progresién en pacientes con diferentes tumores™®. Con respecto a EPCs, en un estudio
de cdncer de mama se midieron los niveles de estas células antes y después del primer
ciclo de la quimioterapia. Se observdé que en pacientes con estadio Ill y IV de la
enfermedad los niveles eran significativamente superiores que en las pacientes con

estadio | y Il de la enfermedad. Ademas, en pacientes con enfermedad avanzada, los

niveles de EPC descendieron significativamente tras la quimioterapia154.

Las células endoteliales circulantes y las células progenitoras endoteliales en
pacientes con CPNM

Hay pocos trabajos actuales en la literatura sobre la importancia clinica de las
CEC y CEPCs en CPNM. Kawaishi et al'> realizaron un estudio con 31 pacientes y
encontraron niveles elevados de CECs en pacientes con CPNM vy voluntarios sanos.
Niveles basales elevados de CECs se asociaron a un mayor ILE. Los niveles de la CECs
disminuyeron significativamente después de la quimioterapia y se observé una
asociacién entre esta disminucion y la respuesta al tratamiento. Por otra parte, se
observd una disminucién estadisticamente significativa de las CECs, el dia 22, en
aquellos pacientes con respuesta parcial.

En otro estudio con 53 pacientes con CPNM, se encontraron niveles basales de
EPCs significativamente elevados en comparacion con los controles sanos. Ademas, los
niveles elevados de estas células se asociaron a una peor supervivencia'®. También se
ha demostrado una asociacion entre el nivel de las EPCs, con el estadio clinico y la

., 1 . . .7
progresion®’. Por otra parte, Hilbe et al analizaron la expresién CD133 en muestras



tumorales frescas, como marcador de CPECs encontrando un gran niumero de células

CD133" en 43 de 63 muestras y una correlacion con la expresion deVEGFR-2"".

Utilidad de la medicion de las CECs y EPCs en pacientes con terapia
antiangiogénica

En la actualidad, la terapia antiangiogénica juega un papel importante en el
tratamiento de muchos tumores. Debido a su mecanismo de accién, parece razonable
esperar que estos tratamientos tengan algun efecto sobre los niveles de CEC y CPECs.
Sin embargo, en la actualidad hay pocos estudios que buscan la relacidon de estas
células y la terapia antiangiogénica en pacientes con cdncer. Recientemente, dos
estudios han analizado las EPCs y las CECs en pacientes con CPNM tratados con
farmacos antiangiogénicos. Un estudio **%.incluyé 3 grupos de tratamiento: un grupo
de 25 pacientes fueron tratados con erlotinib + sorafenib, un segundo grupo de 18
pacientes fueron tratados con erlotinib + bevacizumab y el tercer grupo de 10
pacientes recibid tratamiento con erlotinib solo. A los 7 dias, se observé un aumento
de 3 veces el numero de las CECs en el grupo tratado con erlotinib + sorafenib, asi
como en el grupo tratado con erlotinib + bevacizumab, pero no en el grupo tratado
con erlotinib solo. Los autores también encontraron que el nimero de CPECs
disminuydé 7 dias después de iniciar el tratamiento con erlotinib + sorafenib, pero no
en los otros grupos. Ademas, los pacientes en el grupo de erlotinib + sorafenib que
respondieron al tratamiento, tenian menores niveles basales de CEPCs, y un nivel
menor de CEPCs se correlaciond con un mayor tiempo hasta la progresién, lo que
indica la posible funcién del nivel de CEPCs como predictor de la respuesta. Por otra
parte, el estudio de Wang et al analizd los niveles de CEC en pacientes con CPNM antes
y después del tratamiento con quimioterapia, con o sin un farmaco anti-angiogénico
(endostar). Se observd una disminucidon estadisticamente significativa de estas células
en los pacientes que respondieron a la terapia de combinacién. También se observo
gue los niveles crecientes de CEC se correlacionaron negativamente con el tiempo
hasta la progresion®*®.

Por tanto, los estudios sugieren que existe una asociacion con el prondstico y

una variacion de sus niveles tras el tratamiento y una posible asociacién con la



respuesta. No existen datos sobre esta asociacién en pacientes con CPNM tratados

con quimioterapia + bevacizumab.

Hipercoagulabilidad en pacientes con cancer.

Papel de las Microparticulas (MPs): El tromboembolismo venoso es una
complicacién frecuente en los pacientes oncolégicos. Sin embargo la patogénesis de la
hipercoagulabilidad en el cancer no estd completamente establecida. Una de las
causas de la activacién de la coagulacién en esta patologia es el incremento de la
expresion de proteinas pro-coagulantes, como el factor tisular (FT). EI TF es el iniciador
mas importante de la coagulacién, que se localiza en el endotelio vascular, en las
células sanguineas, en distintos tejidos incluido el pulmonar'®, en las células
tumorales y en las MPs derivadas de plaquetas, de células endoteliales y de células
tumorales™®’.

Las MPs son vesiculas celulares < 1,5 um que se producen en el proceso de
dafno vascular, apoptosis y activaciéon celular. La actividad procoagulante de las
microparticulas se debe a la exposicidn de fosfolipidos, principalmente fosfatidilserina,
y de proteinas de coagulacion, como el FT*®*3. En condiciones fisioldgicas, la
concentracion de FT y de MPs en sangre es minima. Sin embargo, en ciertas
condiciones asociadas a activacién celular y dafio vascular, se puede producir un
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aumento de MPs (endoteliales y de células sanguineas) y de FT™", que pueden inducir

5

un estado protrombéticole. En pacientes con diferentes tipos de cancer se han

166-7

encontrado niveles elevados de MPs asociado a estados protrombéticos™ " ". El perfil

fenotipico puede variar considerablemente dependiendo de si provienen de células
que fueron activadas, cuyo marcador seria el CD62E o de células que sufrieron
apoptosis (positivas a CD31). La técnica mas utilizada para identificarlas es la

168-9

centrifugacién combinada con la citometria de flujo™" ~. Otra técnica para medir su

actividad procoagulante, se realiza mediante un ensayo de generacién de trombina®’®
! La deteccién de MPs puede ser de utilidad como marcador patogénico de

, sy ~ 172
desérdenes trombéticos y de dafio vascular®’?.



El estudio de las MPs en pacientes con CPNM es de interés para valorar su
posible utilidad como marcador prondstico y de respuesta, asi como su relacién con los
eventos trombaticos.

Marcadores de angiogénesis, inflamacién y coagulacién en CPNM.

Se han realizado estudios para demostrar si los niveles séricos del factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF-A) se correlacionan con el prondstico en
pacientes con CPNM. Muchos estudios demuestran esta correlaciéon, encontrando
niveles mads altos en los estadios avanzados respecto a los iniciales, asociados a menor

supervivencia173'6'

También se estudid la expresién de VEGF-A en tejido tumoral por
inmunohistoquimica y se encontrd que una fuerte expresion de VEGF-A se asociaba a

un peor pronéstico”’.

El receptor soluble 1 del VEGF (sVEGF-R1) fue estudiado por Yilmaztepe et al'’®
en pacientes con CPNM, encontrando una correlacidn inversa entre sus niveles y la

respuesta al tratamiento.” Otro estudio efectuado por Decaussin et al'”

en tejido
tumoral de pacientes con CPNM, por inmunohistoquimica, encontré una fuerte
expresion del VEGF-A, el VEGF-R1 y receptor 2 del VEGF (VEGF-R2) en células
tumorales, fibroblastos y células endoteliales, sin poder establecer una relacion con el

pronéstico.’

Las trombospondinas comprenden un grupo de proteinas homélogas que
regulan el fenotipo celular y su matriz durante el proceso de formacion del tejido y su
remodelacién. Entre ellas, la trombospondina-1 (TSP1) es una potente proteina
inhibidora del crecimiento vascular. En el microambiente tumoral, al disminuir sus
niveles se elevan los niveles del factor de transformacion de crecimiento beta (TGFB)
asi como los niveles del VEGF favoreciendo la migracion y supervivencia de la célula

endotelial, y el crecimiento tumoral*®°>.

Se ha estudiado la asociacién de la disminucion de los niveles séricos de TSP1y
el prondstico en CPNM asi como su expresién en tejido tumoral. Dudek AZ et al*®
estudiaron los niveles séricos de VEGF y TSP1 en pacientes con CPNM antes y después
del tratamiento y en sujetos sanos. Los niveles séricos de VEGF eran mayores en

pacientes con CPNM que en sujetos sanos y sus niveles se correlacionaron con la



supervivencia. Los pacientes con niveles de VEGF pretratamiento > 500 pg/ml
presentaron una mediana de supervivencia de 6 meses, mientras que aquellos con
niveles < 500 pg/ ml presentaron una mediana de supervivencia de 11 meses (p <
0,03). Los niveles séricos de TSP1 eran menores en los pacientes con CPNM respecto a

los controles sanos. Mascaux et al*®’

han estudiado la expresidon por
inmunohistoquimica de TSP1 en tejido tumoral respecto a tejidos sanos. La expresion
de TSP1 fue menor en tejido tumoral pero no se asocid a diferencias significativas en

la supervivencia, sin embargo el estudio de Yamaguchi et al*®

, que también media la
expresion de TSP1 en tejido tumoral de pacientes con CPNM, mostraba diferencias
significativas, con una supervivencia a los 5 afos del 77% cuando la expresién de TSP1

era fuerte y del 55,1% cuando la expresion era débil (p = 0,0046).

El FT, que es el receptor del Factor VII de coagulacién en condiciones
fisioldgicas, se expresa constitutivamente en las células extravasculares y desempeiia
un papel central en la hemostasia iniciando la coagulacion tras la lesidn vascular'®.
También, esta presente en el plasma y parece desempefiar un papel importante en el
crecimiento tumoral y la diseminacién a distancia’®. Entre los mecanismos de
patogénesis se incluye la generacién de trombina, con la consiguiente formacién de
fibrina y la activacidon plaquetaria, permitiendo una via de escape a las células
tumorales circulantes de la vigilancia inmunolégica, lo que favorece la proliferacién
celular, la migracién, y la angiogénesis tumoral.191Es conocido que las microparticulas
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expresan F gue, por otra parte existe elevacién de los niveles de las mismas en

pacientes con cancer'®. Por lo tanto, puede contribuir a la trombosis. A su vez, las
plaguetas también contribuyen al estado protrombético™®*>.

La Interleukina 6 (IL6) es una citokina inflamatoria multifuncional que en
condiciones fisioldgicas regula la supervivencia de la célula y la apoptosis. La IL6 se
une a su receptor activando tres grandes cascadas de sefializacidon: la via
MEK/extracellular signal-related kinase (Erk), la via fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3-K)

y la via Janus quinasa (Jak) 2 **°. La IL6 se produce ante una variedad de estimulos y su
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produccién es autoregulada en distintos tipos celulares En condiciones

patoldgicas, actia favoreciendo el crecimiento del tumor, la angiogénesis tumoral y la
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diseminacion a distancia , ademas interviene en el mecanismo de resistencia al



201

tratamiento®®’. De Vita et al®®, estudiaron sus niveles en pacientes con CPNM vy

encontraron una relacion entre los niveles elevados y un peor prondstico.

No existe un estudio que relacione a las CECs, EPCs y MPs con los niveles de
VEGF, TSP1, FT, IL6 y la generacién endégena de trombina en pacientes con CPNM
tratados con quimioterapia asociado a bevacizumab. Este estudio pretende responder
a la pregunta de cuadl es el valor prondstico y predictivo de las variables CECs, EPCs y
MPs asi como los marcadores de angiogénesis, coagulacion e inflamacién citados, en

pacientes con CPNM avanzado y estudiar la correlacidon entre las mismas.






2-HIPOTESIS Y OBJETIVOS



2.1. Hipotesis



No existe un estudio que relacione a las CECs, EPCs y MPs con los niveles de
VEGF, TSP1, FT, IL6 y la generaciéon enddgena de trombina en pacientes con CPNM
tratados con quimioterapia asociado a bevacizumab. Este estudio pretende responder
a la pregunta de cudl es el valor prondstico y predictivo de las variables CECs, EPCs y
MPs asi como los marcadores de angiogénesis, coagulacién e inflamacién citados, en
pacientes con CPNM avanzado y estudiar la correlacion entre las mismas.

2.2. Objetivo principal

Valorar si los niveles de CECs, CPECs y MPs en sangre periférica de pacientes
con carcinoma pulmonar no microcitico, antes del inicio del tratamiento, tienen
valor prondstico, y si sus niveles tras la administracion de quimioterapia (con y sin
bevacizumab), se correlacionan con la respuesta tumoral y la aparicién de eventos

trombaticos.
2.3. Objetivos secundarios

Valorar si los niveles de marcadores de angiogénesis (VEGF, sVEGFR1, VGFR2
y TSP1), de coagulacién (FT)y de inflamacidn ( IL6) se correlacionan con los niveles de
CPECs, CECs y MPs y si tienen valor prondstico en pacientes con CPNM, antes y

después del inicio del tratamiento.

Valorar la influencia del bevacizumab sobre la variacidon de los niveles de las

variables.






3-PACIENTES



3.1. Criterios de inclusion



Se incluyeron 60 pacientes del servicio de Oncologia Médica del Hospital
Universitario y Politécnico La Fe de Valencia, que acudieron a valoracién tras el
diagndstico de CPNM avanzado. En las tablas 2.1 y 2.2 se describen respectivamente,

los criterios de inclusidn y exclusion.

Tabla 3.1. Criterios de inclusién de los pacientes con CPNM en el estudio.
- Diagnéstico histoldgico confirmado de CPNM

- Estadios Il Ainoperables, llIBy IV

- No haber recibido quimioterapia previa,

- Edad > 18 y <80 aiios

- Estado general basado en la escala de la ECOG <3
- Leucocitos > 4000 / mm?

- Plaquetas > 100.000 / mm?

- Creatinina sérica< 1.2

- Bilirrubina < 1,5 valores normales (VN)

- GOT/GPT <3 VN

- Haber aceptado participar y haber firmado el consentimiento informado



Tabla 3.2. Criterios de exclusion de los pacientes con CPNM en el estudio.
- Diagnéstico histoldgico no confirmado de CPNM
- Estadio |, Il'y lll A operables

- Haber recibido quimioterapia previa,

- Edad < 18 y >80 afios

- Estado general basado en la escala de la ECOG >3
- Leucocitos < 4000 / mm*

- Plaguetas < 100.000 / mm?

- Creatinina sérica > 1.2

- Bilirrubina > 1,5 valores normales (VN)

- GOT/GPT >3 VN

- Haber rechazado participar o revocado la firma del consentimiento informado



4-MATERIAL Y METODOS



4.1. Diseiio del estudio



Estudio prospectivo de pacientes consecutivos diagnosticados de CPNM, tratados,
segln protocolo asistencial del Servicio de Oncologia Médica del Hospital
Universitario y Politécnico La Fe, con quimioterapia de primera linea basada en

dobletes de platino con o sin radioterapia, o con quimioterapia mds bevacizumab.

4.2. Variables clinicas

Pacientes. Se incluyeron 60 pacientes, y se registraron los siguientes datos de la
historia clinica: sexo, edad, peso, talla, diagndstico histolégico y estadio clinico.
Antecedentes patoldgicos y comorbilidad. El estudio de extensién se realizé mediante
TAC de torax y abdomen y PET corporal. Se realizé un control analitico basal que incluia
hemograma y hemostasia, ademas de bioquimica bdsica de funcién renal, perfil
hepatico y metabdlico.

Tratamiento. Los pacientes fueron tratados segun el protocolo asistencial del
Servicio de Oncologia Médica. Los pacientes con estadio IIIA inoperables y IIIB

recibieron tratamiento segln se detalla en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Esquemas de tratamientos administrados a los pacientes con CPNM y con

enfermedad localmente avanzada

Cisplatino 75 mg/m? + Docetaxel 75 mg/m? cada 21 dias por 6 ciclos
Carboplatino AUC 6 + Paclitaxel 175 mg/m? cada 21 dias por 6 ciclos

Cisplatino 75 mg/m’+ Pemetrexed 500 mg/m?’ cada 21 dias por 6 ciclos

La dosis de cisplatino, docetaxel, paclitaxel y pemetrexed se calculé en mg/ m2 de superficie
corporal del paciente.

AUC 6: drea bajo la curva 6

Pemetrexed sélo se administré en pacientes con histologia no epidermoide.

Los pacientes con estadio Il + derrame pleural y con estadio IV con histologia
no epidermoide sin contraindicaciones para bevacizumab recibieron quimioterapia

asociada a bevacizumab a dosis de 7,5 mg / kg cada 21 dias.
Tratamiento de soporte: Pauta antiemética previo a la quimioterapia.
Dexametasona 20 mg IV, granisetrén 1 mg IV y aprepitant 120 mg VO.

Dias 2 y 3 tras el tratamiento:-Aprepitant 80 mg /dia VO.



Valoracion de respuesta al tratamiento: Veintiun dias después del tercer ciclo
de quimioterapia se realizé la valoracion clinica basada en TAC segun criterios RECIST
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(Response evaluation criteria for solid tumors y la segunda extraccién sanguinea

para la medicion de los marcadores.

Seguimiento tras el tratamiento: al finalizar el tratamiento, el paciente fue

valorado cada tres meses, en el Servicio de Oncologia Médica.
Grupo control

El grupo control estuvo formado por 60 pacientes sanos sin ningln tipo de

alteracion conocida, con edad y distribucidon de sexo semejante a la de los pacientes.
4.3. Variables de laboratorio
4.3.1. Extraccion y Procesamiento de las muestras

Extraccion de la sangre.

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncién de la vena cubital, de forma
no traumatica, y recogida en tubos Vacutainer® (Becton Dickinson NJ, USA) siliconados
con diferentes anticoagulantes EDTA K3 (4,3 mg), citrato sddico 0,109 M, en funcién de

la técnica a la que estaban destinados.
Procesamiento de las muestras de sangre

Las muestras de sangre se mantuvieron a 49C tras su extraccidn hasta el inicio
de su procesamiento. La sangre completa se utilizd para la cuantificacién de las EPCs y
CECs, para las demads técnicas inmunolégicas se realizd la separacién del plasma y del
suero mediante centrifugacion a 1500g durante 15 minutos realizando posteriormente

alicuotas para su utilizacién o congelacion a -80 eC.

4.3.2 Técnicas para la determinacidon de proteinas relacionadas con la angiogénesis,

coagulacion e inflamacion

4.3.2.1. Técnicas inmunoldgicas



Elisa tipo sdndwich. Es el tipo de Elisa mas utilizado ya que tiene mayor
sensibilidad que los ensayos en los que el antigeno se une directamente a los

anticuerpos inmovilizados en la fase sdlida.

En este tipo de ensayo los pocillos de las microplacas estan recubiertos de un
anticuerpo especifico de captura en exceso, quedando asi retenido el antigeno que
deseamos cuantificar tras una incubacidn. Cualquier sitio libre quedard bloqueado por
una proteina que no interfiera en la cuantificacién, tal como la albdmina. Tras un
lavado se adiciona un segundo anticuerpo especifico en exceso, que generalmente
difiere un poco del primer anticuerpo. Este anticuerpo puede estar conjugado con
biotina o con una enzima. Se realiza un lavado para eliminar el exceso de anticuerpo
no unido al antigeno y se afiade un sustrato adecuado a la enzima utilizada. Tras la
incubacién se mide el grado de hidrélisis del sustrato. La cantidad de sustrato
hidrolizado serd proporcional a la cantidad de enzima unida al pocillo, la cual sera

proporcional a la cantidad de antigeno de la muestra.

ELISA tipo sdndwich
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Figura 4.1 Esquema ELISA tipo sandwich.



Determinacion de los niveles de VEGF: Los niveles del VEGF circulante se
determinaron mediante un ELISA tipo sandwich comercial (VEGF ELISA kit, IBL
International Gmbh, Hamburgo, Alemania). A las placas recubiertas con anticuerpo
monoclonal anti-VEGF humano se afiadiéd 50uL/pocillo de las muestras de suero
dejando incubar 2 horas a temperatura ambiente. Después de lavar la placa 4 veces
con tampodn de lavado se afiadid 100uL/pocillo de anticuerpo secundario anti-VEGF
(conjugado de biotina) dejando incubar durante 1 hora. Tras 4 lavados se adiciond
100uL/pocillo de Streptoavidina-Peroxidasa dejando incubar durante 30 minutos. El
exceso de Streptoavidina-Peroxidasa se elimind mediante 4 lavados y se afiadié 100uL
/pocillo de sustrato de peroxidasa dejando incubar durante 30 minutos en oscuridad.
La reaccion se detuvo afiadiendo 100uL/pocillo de acido sulfurico (H,SO4 2N). Tras 15
minutos de estabilizacién la placa se leyé a una longitud de onda de 450nm en un

lector de ELISAMRX'® Revelation (Thermo Labsystems).

Determinacion de los niveles de sVEGFR1: Los niveles de VEGFR1 circulante se
determinaron mediante un ELISA tipo sandwich comercial (Quantikine® Human sVEGF
R1 /Flt-1, R&D Systems, MN, EE.UU). A las placas recubiertas con anticuerpo
monoclonal anti-VEGF R1 se les afadié 100uL/pocillo de las muestras de suero y se
dejod incubar durante 2 horas a temperatura ambiente en un agitador horizontal orbital
a 500 rpm. Tras realizar 4 lavados con tampdn de lavado se adicioné 200uL/pocillo del
anticuerpo policlonal secundario anti-VEGFR1 conjugado con peroxidasa, dejandolo 2
horas incubando en un agitador horizontal orbital a 500 rpm a temperatura ambiente.
Se realizaron 4 lavados y se afiadié 200uL/pocillo de sustrato de peroxidasa, tras la cual
se realizé una incubacion de 30 minutos en oscuridad. Transcurrida la incubacion se
afiadié 50uL/pocillo de acido sulfurico (H,SO; 2N). Se dejé estabilizar durante 15
minutos y se procedio a la lectura una longitud de onda de 450 nm con correccidn de

540 nm en un lector de ELISAMRX' Revelation (Thermo Labsystems).

Determinacion de los niveles de VEGFR2: Los niveles de VEGFR2 circulante se
determinaron mediante un ELISA tipo sandwich comercial (Quantikine® Human sVEGF
R2/KDR/Flk-1 R&D Systems, MN, EE.UU). A las placas recubiertas con anticuerpo
monoclonal anti-VEGFR2 se les afiadid 100ulL/pocillo de las muestras de suero

incubando durante 2 horas a temperatura ambiente. Se procedié al lavado de los



pocillos con tampon de lavado 4 veces. Se afadid 200uL/pocillo de anticuerpo
secundario anti-VEGFR2 conjugado con peroxidasa y se procedié a su incubacion
durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras eliminar el exceso de anticuerpo
mediante 4 lavados se adicioné 200uL/pocillo de solucidn sustrato y se incubd durante
30 minutos a temperatura ambiente y oscuridad Se afiadié 50uL/pocillo de Stop
Solution (H,SO4 2N) tras 15 minutos de estabilizacidn se realizé la lectura 450 nm con
correccién de longitud de onda a 540nm en un lector ELISAMRX'C Revelation (Thermo

Labsystems).

Determinacion de los niveles de IL6: La determinacién de IL6 circulante se
determiné mediante un ELISA tipo sandwich comercial (Human IL6 High Sensitivity
ELISA, Diaclone, Bensacon Cedex, Francia). A las placas recubiertas con anticuerpo
monoclonal Anti IL6 se les afiadié 100u/pocillo de las muestras de suero y se les
adicion6 50uL/pocillo de anticuerpo secundario Anti-IL6 conjugado con Biotina, se dejé
incubar durante 3 horas a temperatura ambiente. Tras la incubacion se realizé 3
lavados con tampon de lavado. Se adiciond 100uL/pocillo de la solucién de
Streptoavidina y se dejé incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se
realizé 3 lavados y se afadié 100uL/pocillo de Solucién TMB Sustrato dejando incubar
durante 15 minutos a temperatura ambiente y oscuridad. Para detener la reaccion de
color fueron adicionados 100uL/pocillo de H,SO,4 tras 15 minutos de estabilizacion se

realizé la lectura a 450nm en un lector ELISAMRX'C Revelation (Thermo Labsystems).

Determinacion de los niveles de FT: Los niveles de FT circulante se
determinaron mediante un ELISA tipo sandwich comercial (American Diagnostica, CT,
EE.UU).A las placas recubiertas con anticuerpo monoclonal Anti-TF se les afiadio
100uL/pocillo de las muestras de plasma obtenidas a partir de sangre total
anticoagulada con citrato sddico diluidas a % y se dejaron incubar durante toda la
noche a 49C en nevera. A la mafiana siguiente se procedid a realizar 4 lavados con
tampén de lavado. Se afadié 100uL/pocillo del anticuerpo secundario Anti-FT
conjugado con biotina y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras la
incubacion se realizaron 4 lavados y se afadid 100uL/pocillo del conjugado
Streptoavidina-peroxidasa realizando otra incubacién de 1 hora. Se procedid al lavado

4 veces y se adicioné 100uL/pocillo de solucién sustrato incubando durante 20



minutos a temperatura ambiente y oscuridad. La reaccién de color se detuvo
afiadiendo 50uL/pocillo de H,SO4 0,5M. Tras 15 minutos de estabilizacion se realizé la

lectura a 450nm en un lector ELISAMRX'® Revelation (Thermo Labsystems).

Determinacion de los niveles de TSP1: La cuantificacion de los niveles de TSP1 se
realizé mediante un ELISA tipo sandwich comercial (MaxiSorp surface; Nunc,
Dinamarca). La placa fue recubierta con TSP1 (20ug/ml) obtenida a partir de plaquetas
humanas y fueron incubadas durante toda la noche. Las muestras y el standard de
TSP1 (Sigma-Aldrich) fueron incubados durante toda la noche con un anticuerpo
policlonal especifico para la TSP1 (thrombospondin Ab-8; Neomarkers Lab Vision, USA)
posteriormente fueron adicionados a la placa ELISA e incubados durante 2 horas. Tras
la incubacién se adiciond el anticuerpo secundario (inmunoglobulina G anti-conejo de
Amersham Biosciencies, Inglaterra) conjugada con peroxidasa de rabano y se incubd
durante 2 horas. Se adicion6 una solucion sustrato de o-dihidroclorofenilendiamina
(OPD; Sigma-Aldrich), la reaccién se detuvo con una solucion 4N de H,SO,4. Tras 15
TC

minutos de estabilizacion se realizd la lectura a 450nm en un lector ELISAMRX

Revelation (Thermo Labsystems).
4.3.2.2. Técnicas de coagulacién.

Cuantificacion de la Generacion Enddégena de Trombina (GET): Las muestras
destinadas para la cuantificacién de la generacién de Trombina fueron recogidas con
anticoagulante citrato trisédico 0.109 M, en tubos de plastico Vacutainer (BD
Diagnostics) descartando los primeros 3ml. Posteriormente se centrifugaron a 1.500g,
durante 30 minutos, a 49C para la obtencion del plasma con MPs y libre de plaquetas
(PLP). Se realizaron alicuotas de PLP y fueron congeladas a -802C para su posterior

analisis.

El ensayo de GET se realiza para evaluar la capacidad de generacion de
trombina de las MPs contenidas en el PLP. La GT se mide por el método de
trombograma calibrado automatizado (CAT, Thrombinoscope BV), en las diferentes
muestras de plasma. La generacién enddgena de trombina se activa por la adicién de
20uL Cl,Ca (12,5mM), 20uL de sustrato de trombina fluorogénica (Thrombinoscope

BV) y 20uL de calibrador a 80uL de plasma. La trombina generada se mide en un lector



de fluorescencia (Fluoroskan Ascent, Thermo Labsystems) a 390/460 nm. Se obtienen
curvas de generacion de trombina que se calculan con el software de Thrombinoscope
(Thrombinoscope BV) de las que se analizan tres parametros: tiempo de latencia (min)
(fase de iniciacion de coagulacion), potencial endégeno trombina (nM x min.) y pico de

trombina (nM).

4.3.2.3. Técnica inmunomagnética

Cuantificacion de CECs: Para la cuantificacidn de las CECs se siguid el protocolo
standard de Woywodt A et al®®. Se trata de un aislamiento inmunomagnético seguido

de una confirmacion mediante el marcado con Ulex-Europaeus-Lectin-1/FITC.

La sangre utilizada para la técnica se obtuvo por venipuntura descartando el
primer tubo, evitando de este modo la contaminacion por el traumatismo inicial de la
pared vascular. Previo a la técnica se prepararon las inmunoesferas. Estas se
incubaron con el anticuerpo a utilizar durante una hora obteniendo asi una suspension

de inmunoesferas recubiertas de anticuerpo Anti-CD146.

Para la cuantificacién CECS se utilizé 1ml de sangre periférica, esta se adiciono en
un tubo de poliestireno junto a 1ml de PBS. Se adiciond 20ulL de agente de bloqueo
FcR y 50uL de microesferas inmunomagnéticas ligadas a anti-CD146. Se procedid a una
incubacién en un agitador orbital durante 30 minutos en nevera a 429C. Tras la
incubacién se procedio a realizar el lavado de la muestra, para ello se utilizé el iman
Magnaet MPC-L Dynal, insertando el tubo con la muestra dentro del iman quedando
las células de interés retenidas por la accidon del campo magnético. Con ayuda de una
pipeta Pasteur se retird la fase liquida afadiendo seguidamente 2 ml de PBS para
realizar el lavado. Este proceso se repitio 4 veces. Tras la fase de lavado se procedid a
incubar la muestra con 100 plL de una solucién FITC/UEA-1 (2 mg/ml) durante 1 hora
en agitacién horizontal y oscuridad. Seguidamente se realizd un nuevo lavado. Se
inserté la muestra en el imdn quedando retenidas las células de interés ya marcadas
con la solucion FITC, descartando la fase liquida y adicionando 2 ml de PBS para

realizar el lavado. Esta accidon se realizd dos veces. Tras el lavado, la muestra se



resuspendié en 200 uL de PBS y se cargd en una cdmara Nageotte para la realizacién

del recuento mediante microscopia de fluorescencia.

El criterio utilizado para identificar las células endoteliales circulantes fue: la
inclusion de 5 o mas microesferas en el seno de la célula, siendo esta de un tamafio
aproximado a 20 um o mayor y la expresion de fluorescencia en el microscopio
ultravioleta. El numero de células contadas en la cdmara Nageotte, se multiplicé por

cuatro. Este niumero corresponde al factor de dilucién de la muestra.

En las Figuras 4.2 y 4.3 se observan las imagenes del iman y de cdmo se observan

las células endoteliales al microscopio de fluorescencia.

Figura 4.2. Foto del Iman Magnaet Dynal MPC




Figura 4.3 Ay B: Imagen al microscopio de fluorescencia de 2 células endoteliales
y las microesferas fijadas a las mismas.



4.3.2.4. Técnicas de citometria de flujo.

Cuantificacion de MPs: Las MPs totales del plasma se analizaron por citometria
de flujo mediante la deteccién de la fosfatidilserina presente en sus membranas. Las
muestras de plasma (10ul) se diluyeron en tampdn HEPES- CaCl ; 2,5 mM (pH 7,4) (500
uL) y se incubaron durante 60 min a 42C en la oscuridad con Anexin V-FITC (4 ul)
(Caltag Laboratories, Burlingame, CA, USA). La adquisicién de eventos se cuantificé en
un citdmetro EPICS XL-LCM (Beckman Coulter). La lectura de los canales de dispersion
de la luz FSCy SSCy de fluorescencia se realizé en escala logaritmica. Para establecer la
eleccién de la ventana de detecciéon de las MPs de didmetro entre 0,5 a 1 um, se
utilizaron microesferas fluorescentes (0.5-3.0 um, Megamix, BioCytex). Las MPs se
definieron como particulas de diametro entre 0,5-1 um y teiiidas positivamente para
FITC-Annexin V. Para limitar el ruido de fondo todos los tampones utilizados como
diluyentes se purificaron con filtros 0,22 um (Millipore). Los eventos se adquirieron
durante 120 s a flujo alto. Los resultados de las muestras del PLP y PLMP se expresaron
en n2 de eventos/uL y representan el nimero de MPs totales contenidas en cada tipo

de muestras.

Cuantificacion de EPCs: Para esta cuantificacion se utilizé un kit de
enriquecimiento inmunomagnético comercial (EPC Enrichment and Enumeration Kit,

Miltenyi Biotec GmbH, Gladbach, Alemania).

El método de cuantificaciéon de Miltenyi Biotec se basa en un enriquecimiento
de la muestra de sangre previo a su analisis citométrico. Para ello se utilizan
microesferas inmunomagnéticas que quedan ligadas a los Antigenos de superficie
CD34 y CD133. Tras esta unidn, la muestra es sometida a la fuerza de un campo

magnético (iman) quedando retenidas en el interior de la misma.

La sangre total anticoagulada con EDTA Kz, 21 ml, fue distribuida en tres tubos
diferentes: 200 plL en un tubo de 1,5 ml que nombramos Muestra Control CD133, 10ml
en un tubo Falcén de 50ml que nombramos Muestra Control CD309, y 10ml en un tubo
Falcon de 50ml que nombramos Muestra EPCs; la muestra restante se empleé para el

recuento de leucocitos en un lector Coulter.



Tras la lisis de los hematies y una centrifugacion a 300 g durante 10 minutos, se
descartd el sobrenadante resuspendiendo el pellet en PBS. Tras la resuspension se
adiciond 100uL de agente de bloqueo FcR y 100 uL de mezcla de enrequecimiento
para EPC a los dos tubos de 50 ml y se dejé incubar a 4 2C durante 30 minutos.
Posteriormente se afiadieron los marcadores para su enriquecimiento e identificacion

tal y como se recoge en la tabla 4.2.

Tabla 4.2. Marcadores afiadidos a las muestras para su enriquecimiento e

identificacion:

Mezclas FITC PE PE-Cy5 APC
MC CD133 10pL de mezcla Anti-CD34 IgG2b deratén  Anti-CD14
control CD133 como Isotipo
MC CD309 50uL de mezcla Anti-CD34 Anti-CD133 Anti-CD14 IgG1 ratdén

control CD309

M EPCs 50uL de mezcla Anti-CD34 Anti-CD133 Anti-CD14 Anti-CD309
enriquecimiento
EPC

MC CD133: muestra control CD133; MC CD 309: muestra control 309; M EPC: muestra EPC; FITC:
fluoresceina isocianato; PE: ficoeritrina; PE-Cy5 Indodicarbocyanine-5 APC aloficocianina

Tras esta adicion se realizd una nueva incubacion a 49C durante 10 minutos,
seguido de centrifugacion durante 10 minutos a 300 g, descartando el sobrenadante y
resuspendiendo en PBS. El pellet resuspendido se purificd mediante las columnas de
separacion magnética MACS MS Colums, y tras su retencién en la columna, estas se
eluyeron con 1 ml de Tampdn PBS obteniendo la muestras listas para su analisis

citométrico.
Técnica Citométrica

La adquisicion de las muestras fue realizada con un citémetro BD FACSCALIBUR

(Becton Dickinson, NJ, EE.UU).

En la Muestra Control CD133 se realizé la cuantificaciéon de células CD34+
totales y se realizd un control Isotipo CD133 que nos permitid definir la positividad de

las células CD133.



En la Muestra Control CD309 se realizdé un Control Isotipo CD309 para definir Ia
positividad de las células CD309 permitiéndonos calcular los eventos positivos de
unién inespecifica (ruido de fondo) que fueron restados a la cuantificacion en la

muestra de EPCs. La Muestra EPCs es la que utilizamos para su cuantificacion.

El primer paso fue crear un diagrama de puntos, para la adquisicidon de la

Muestra Control CD133, creando los diagramas de puntos FSC/SSC, SSC/CD34,
CD34/CD14"PI, ratén CD34/IgG segln se observa en la Figura 4.4.
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Figura 4.4. Adquisicion de la Muestra Control CD133, creando los diagramas de puntos
FSC/SSC, SSC/CD34, CD34/CD14°Pl, ratén CD34/IgG .A: En el primer diagrama de
puntos realizamos la Region R1 donde seleccionamos todos los leucocitos, descartando
el debris y las células en proceso apoptdtico. B: En el segundo diagrama de puntos

solamente analizamos los eventos seleccionados en R1 y enfrentamos SSC frente a



CD34", creamos una regién R2 donde seleccionamos todos los eventos CD34" con un
valor bajo para SSC. C: En el tercer diagrama de puntos analizamos la regién R3,
enfrentando CD34 frente a CD14", credndose una Regidn R3 seleccionando los eventos
CD34", quedando excluidos asi los eventos CD14" (marcador especifico de monocitos)
como las células muertas o en proceso apoptotico, ya que estas embeben en su ADN el
ioduro de propidio expresando una mayor concentracion de fluorescencia en el eje X.
D: En el cuarto diagrama de puntos enfrentamos CD34" frente a un control isotipo de
ratdn IgG y creamos una region R4, los eventos cuantificados en esta regién fueron los
que se utilizaron para realizar el recuento de CD34" totales mediante una férmula que
se explica mas adelante. También se realizaron cuadrantes con la finalidad de
determinar las uniones inespecificas con el isotipo de ratéon y el punto de interseccién

entre la positividad y la negatividad para este marcador.

Para la adquisicién de la muestra control CD309, realizamos los siguientes
diagramas de puntos: FSC/SSC, SSC/CD34, CD34/CD14+Pl, CD34/CD133, ratdn
CD34/1gG segun se observa en la Figura 4.5. En este paso utilizamos la plantilla de
adquisicion realizada en la muestra control CD133, donde se realizé la determinacion
de las positividades de las células asi como el control isotipo CD133.Se cambié el
control isotipo de ratdon CD133 por el anticuerpo Anti CD133/PE obteniendo el nimero
de eventos positivos para CD34 y CD133 (Regién 8), R8 se analizd en un nuevo
diagrama enfrentando CD34 ante un isotipo de raton CD309 (este control isotipo nos
permitid descartar las uniones inespecificas CD309 positivas. Tras el analisis de este
diagrama, los eventos sitos en R13 se analizaron en un nuevo diagrama FSC/SSC, y
estas células situadas en la regién R14 seran restadas al total de células endoteliales

obtenidas en la muestra EPCs.
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Figura 4.5.A-F: Adquisicion de la muestra control CD309.

Por ultimo, la muestra EPCs se adquirié con la misma plantilla utilizada para la muestra
CD309 donde teniamos todas las positividades y uniones inespecificas definidas, donde

la Unica variacién ante la muestra CD309 fue la sustitucidon del control isotipo CD309
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Figura 4.6. A-F: Adquisision de muestra EPCs. En el diagrama de puntos CD34/CD133
obtuvimos el total de células CD34" y CD34/CD133 que llamamosR8 (D), esta regidn se
analizé en un diagrama CD34/CD309 Donde se realizd una region R13 (E) recogiendo
los eventos positivos para R13, R13 se analizé en un nuevo diagrama FSC/SSC en el cual
se confirmé mediante tamano y complejidad que los eventos situados en R14 se

trataban de EPCs (F).



Tratamiento de los datos y formulas utilizadas.

El analisis y cuantificacién del nimero absoluto de las células CD 34" viables se realizé

mediante la formula que se observa en las Figuras 4.7 y 4.8.

Absal b Absolute number
soﬁute famoer %viable CD34" cells X of leukocytes in
of CD34%cells  _ 10 mL cell sample

in 10 mL cell

sample 100

Figura 4.7. Féormula utilizada para la cuantificacion del numero absoluto de células

CD34".
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Figura 4.8 A y B: Cuantificacion de Numero absoluto de células CD34 positivas
viables. Donde el % viable CD34+ procede de la muestra control CD133, R1 (eventos
viables) R4 (eventos CD34+): % viable CD34 cells = (R4/R1)*100



El nimero absoluto de leucocitos en 10 ml de muestra se obtuvo mediante un
recuento en un autoanalizador coulter Beckman - ACT diff, y el nUmero absoluto de

EPCs, se obtuvo mediante los siguientes pasos segln se ven en las Figuras 4,9-11.

Absolute % gated %%ated Absaolute
h EPC  — control sample ) % number
pumhet sample CD309 of CD34" cells
of EPCsin =
10 mL cell 100
sample

Figura 4.9.Cdlculo del Numero absoluto de EPCs en 10 ml de sangre.
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Figura 4.10. Ay B: Porcentaje de muestra control CD309. Donde R14 contiene células
CD34+/CD133+/raton lgG +/bajo FSC/bajo SSC y R& contiene células CD34+,
% ventana control CD309 = (R14/R8)*100
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% region muestra EPC = (R14/R8)*100



4.4. Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los datos obtenidos se realizdé con el programa SPSS

versién 15.0. Valores de p<0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Calculo del tamano muestral

El tamafio de muestra necesario se ha estimado mediante la prueba de
contraste estadistico de hipdtesis. Se ha establecido una seguridad del estudio (riesgo
de cometer un error a) del 5%, un poder estadistico 1-p (riesgo de cometer un error B)
del 20%, considerando la hipdtesis bilateral y conocida la varianza de la variable a
determinar. Previendo una pérdida de pacientes de hasta 10%, el tamafio muestral
ajustado a las pérdidas se ha calculado mediante la expresion: muestra ajustada a las
pérdidas = n (1/1-R), donde n es el nimero de sujetos sin pérdidas y R es la proporcion
esperada de pérdidas. De forma que el nimero de pacientes, requerido en cada grupo

del estudio, fue de 50.

Bondad del ajuste con una distribucion normal

Prueba “Kolmogdérov-Smirnov” se ha aplicado para determinar si las variables

cualitativas estudiadas se ajustan a una distribucion normal.
Estudio de contraste estadistico

Prueba “t de Student” se ha aplicado para efectuar el estudio de contraste

estadistico entre dos grupos de variables cuantitativas, con distribucion normal.

Prueba “Andlisis de la varianza” (ANOVA) se ha aplicado para efectuar el
estudio de contraste estadistico entre tres o mas grupos de variables cuantitativas, con
distribucién normal, aplicando el ajuste de Bonferroni, para establecer el valor de la

significacién (valor de P) de las comparaciones multiples.

Prueba “t de Student para datos pareados” se ha aplicado para efectuar el

estudio de contraste estadistico entre dos grupos pareados de variables cuantitativas.

Asociacion lineal de variables cuantitativas



Procedimiento de “Correlaciones” se ha aplicado para determinar el grado de
relacion entre dos variables continuas se ha aplicados la prueba de “correlaciéon

binaria” coeficiente de correlacion de Pearson o de Spearman.

Procedimiento de “Regresidn lineal multiple” se ha aplicado para determinar la
contribucién de varios factores (variables independientes) en un simple evento o

resultado (variable dependiente o respuesta).
Asociacion de variables cualitativas

Prueba de independencia de “Chi cuadrado” se ha aplicado para analizar si dos
variables dicotdmicas estan asociadas y el test “exacto de Fisher” cuando la muestra a

estudiar es demasiado pequenia.

Procedimiento de “regresion logistica” se ha aplicado para determinar el grado
de relacién (odds ratio) entre variables dependientes o variables de respuesta
binomilamente distribuidas (variables categéricas) con un intervalo de confianza (IC)

del 95%
Anidlisis de supervivencia

Prueba de “kaplan-Meier” se ha aplicado para determinar las curvas de

supervivencia

Prueba de logaritmo del rango “log-rank” se ha aplicado para comparar dos

distribuciones de supervivencia (curvas de supervivencia).

Regresion de COX se ha aplicado para estimar la razén de riesgo (hazard ratio)

como una funcién del tiempo y de las variables pronéstico.
Sensibilidad y especificidad de una variable como prueba diagnostica

Procedimiento Curva ROC (Receiver Operating Characteristic) se ha aplicado
para calcular la sensibilidad y especificidad de una variable como prueba diagnostica, y
para estimar el mejor punto de corte, con mayor sensibilidad y menor 1-especificidad,

gue produzca un diagnostico mas preciso.

4.5. Aspectos éticos.



Los pacientes y controles incluidos en el presente estudio proceden del Servicio
de Oncologia Médica del Hospital Universitario y Politécnico La Fe. Cada paciente
incluido en el estudio fue debidamente informado y firmé su autorizacion para
participar en el mismo mediante consentimiento informado, adjunto al final de ésta

tesis doctoral.

El proyecto fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del

Hospital Universitario y Politécnico La Fe.

Se respetaron los principios fundamentales establecidos en la Declaracién de
Helsinki, en el Convenio del Consejo de Europa relativo a los derechos humanos y a la
biomedicina y en la Declaraciéon Universal de la UNESCO sobre genoma humano y
derechos humanos, asi como lo establecido en la legislacion espafola para la
investigacion biomédica y bioética. Los datos del estudio estdn identificados mediante
un cddigo y estadn disociados. La propiedad y custodia de la base de datos es del

equipo investigador, segun lo dispuesto en la ley 15/99.
4.6. Limitaciones del estudio

Debido al mal prondstico de la enfermedad, muchos de los pacientes incluidos

no pudieron concluir el estudio, por tanto no se pudo recoger la segunda muestra.

Este estudio no es un ensayo clinico, los pacientes incluidos en el mismo fueron
tratados de acuerdo con el protocolo asistencial del servicio de Oncologia Médica del
Hospital Universitario y Politécnico La Fe, y a igual estadio clinico no todos los
pacientes recibieron el mismo tratamiento.Sélo recibieron bevacizumab 12 pacientes,
lo cual limita las conclusiones sobre el valor de las variables como marcadoras de

respuesta.

La puesta a punto de la técnica de las EPCs retrasé el inicio del estudio de sus
niveles en los pacientes incluidos en el estudio, por tanto no pudo realizarse en todos

los pacientes.
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5.1. Descriptivo.



Se estudiaron 60 pacientes que corresponden a primeras visitas de Oncologia
Médica con diagndstico de carcinoma pulmonar no microcitico entre el 1 de enero de

2009 y el 30 de setiembre de 2010.

La edad media fue de 62 afos (41-85 afos), siendo en su mayoria hombres
(90%) fumadores ( 80%). El estado general de los pacientes estudiados era bueno, con
un PS 0-1 en un 91,7% de los casos. En la Tabla 1 se pueden observar las caracteristicas

basales de los pacientes.

Tabla 5.1. Caracteristicas basales de los 60 pacientes con CPNM y de los 60 controles.

Pacientes Controles p
Edad (afios) (media y rango) 61,6 £9,7 59,1+ 8,8 0,2
Sexo (hombres) 54(90%) 51(85%) 0,4
Fumador 48 (80 %)
Ex fumador 8 (13,3%)
No fumador 4(6,7%)
PS 0-1 basal 55 (91,7%)
PS 2 o mayor basal 5(8,3%)
Histologia
Carcinoma epidermoide 21 (35%)
Adenocarcinoma 24(40%)
Células. indiferenciadas 10 (16,7%)
Células grandes 5(8,3%)
Estadio Clinico
Il inoperables 23 (39,6%)
\Y} 37 (60,3%)
Presencia de metastasis
Cerebrales 9 (15%)
Pulmonares 14 (23,3%)
Hepaticas 6(10%)
Suprarrenales 12 (20%)
Osea 17(28,3%)
Pleurales 4 (7%)

De los 21 pacientes en el estadio clinico Ill, 18 pacientes corresponden a
estadio IlIB. De los pacientes fumadores, 32 pacientes (61,5%) fumaban mas de 40
cigarrillos al dia, 18 pacientes (34,6%) entre 10-40 cigarrillos / dia y menos de 10
cigarrillos/ dia sélo 2 pacientes (3,8%). De los pacientes ex fumadores, 10 pacientes
habian dejado de fumar 5 anos antes del diagndstico y 1 paciente entre 1 y 5 afios
antes.

Tratamiento.



Los pacientes fueron tratados con quimioterapia basada en platinos asociados
a taxanos o pemetrexed +/- bevacizumab segln protocolo asistencial del servicio de

oncologia médica. En la tabla 2 se observan los tratamientos administrados.

Tabla 5.2: Distribucién de los pacientes seglin esquema de tratamiento.

Quimioterapia N pacientes Porcentaje
Cisplatino + docetaxel 320 53,3
Carboplatino + taxol 12 20
Cisplatino + pemetrexed 30 5
Cisplatino + docetaxel + bevacizumab 6 10
Carboplatino + taxol + bevacizumab 2 3,3
Cisplatino + pemetrexed + bevacizumab 4 6,7

Otros 1 1,7

W seis de los pacientes recibieron tratamiento concomitante con radioterapia (Estadio

Il inoperables y Ill)

@ seis de pacientes recibieron concomitancia con radioterapia (Estadio Ill)

®) tres pacientes recibieron concomitancia con radioterapia (Estadio Ill).

Completaron 6 ciclos de quimioterapia 31 pacientes (51,7%), 5 ciclos un total de 10
pacientes (16,7%), 4 ciclos de quimioterapia 5 pacientes (8,3%), 3 ciclos de
quimioterapia 5 pacientes (8,3%), 2 ciclos 4 pacientes (6,7%) y 5 pacientes (8,3%) sélo
recibieron 1 ciclo de quimioterapia.

Toxicidad del tratamiento.
La toxicidad asociada al tratamiento mas destacable fue Ia
hematologica con un 15% de casos de fiebre en situacion de neutropenia grados 3-4 'y
2 casos de muerte por toxicidad hematoldgica. Estos casos se vieron en pacientes
tratados con cisplatino + docetaxel. En la tabla 3 se observan los datos de toxicidad

relacionada con el tratamiento.



Tabla 5.3: Toxicidad asociada al tratamiento.

Toxicidad N pacientes Porcentaje
Hematoldgica grados 3-4

Anemia 5 8,3
Trombopenia G 3-4 1 1,7
Fiebre en situacion de neutropenia grado 3-4 9 15
Ingresos por toxicidad hematolégica grado 3-4 7 11,7
Muertes por toxicidad hematoldgica grado 3-4 2 3,3
Digestiva

Emesis grado 2-3 8 13,3
Diarrea grado 2-3 3 5
Mucositis grado 3 2 3,3
Anorexia grado 2-3 7 11,7
Neurologica

Neuropatia periférica grado 2-3 relacionada con 2 3,3
tratamiento

Otras

Astenia grados 2-3 15 25
Reaccidn alérgica durante infusion de docetaxel 1 1,7
Hemorragia pulmonar grado 3 2 3,3
Necesidad de soporte con estimulantes de colonias (G-CS 6 10
Necesidad de soporte con Eritropoyetina alfa 5 8,3

(EPO-alfa)




Fendmenos trombdticos: S6lo en 2 pacientes tratados se evidencio
clinicamente episodios trombdticos durante el tratamiento: un paciente presentd
tromboembolismo  pulmonar que evoluciond favorablemente tras iniciar
anticoagulacion con heparina de bajo peso molecular (HBPM) y otra paciente presenté
una trombosis venosa profunda con evolucién también favorable con HBPM. Ambos
pacientes recibieron tratamiento con cisplatino asociado a docetaxel. Dos pacientes
presentaron cuadro de hemorragia pulmonar grave, uno de ellos en tratamiento con

bevacizumab.

Respuesta clinica

De los 60 pacientes estudiados, 9 pacientes no se pudo valorar esta respuesta,
porque no completaron los 3 primeros ciclos de tratamiento debido a exitus o mala
tolerancia al mismo Se observé respuesta clinica completa en un paciente, respuesta
parcial en 34, y enfermedad estable en 5 pacientes, alcanzando un 66% de respuesta y

estabilidad de las lesiones (Tabla 5.4.).

Tabla 5.4. Respuesta clinica al tratamiento de los 51 pacientes estudiados.

Respuesta clinica Pacientes
Respuesta completa 1
Respuesta parcial 36 (60%)
Enfermedad estable 6 (10%)

Supervivencia

Los resultados del estudio de supervivencia realizado sobre los 59 muestran
que la mediana de la supervivencia global (Figuras 5.1.) fue de 11 meses (IC 95% 8,8-
13,1 meses) y que la mediana de la supervivencia libre de progresion (Figura 5.2.) fue

de 10 meses (IC 95% 7,9-12).
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En los 37 pacientes con estadio IV se ha estudiado la supervivencia segun el tipo
de metastasis al diagndstico, los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 5.5,
donde se observa que la ausencia de metastasis y su localizaciéon, muestra una
tendencia a incrementar la supervivencia y que sélo alcanza el valor de significaciéon en

las metdstasis cerebrales (Figura 5.3.)

Tabla 5.5. Supervivencia segun localizacion de la metdstasis al diagndstico en los pacientes con
CPNM estadio IV

Tipo metastasis Supervivencia

Con metastasis Sin metastasis Chi cuadrado/HR P
Hepaticas 7 meses (2,2-11,8) 9 meses(5,6-12,3) 0,2 0,7
Cerebrales 6 meses(0,2-11,8) 11 meses(7,8-14) 4,1 0,04

HR=2,4 (0,9-5,9) 0,06

Pulmonares 9 meses(5,6-12,3) 9 meses(5,2-12,7) 0,2 0,7
Suprarrenales 6 meses(0-12,7) 9 meses(5,5-12,5) 0,002 0,9
Oseas 9 meses (3,5-14,4) 9 meses ( 2,5-15,4) 0,2 0,7
Pleurales 9 meses 9 meses(5,3-12,6) 0,03 0,8
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--presencia de metastasis

= cerebrales
—-ausencia de metastasis

cerehrales

Log rank 4,1(p=0,04)

=1
™
1

a
-
1

L
i
i

Mediana 6 vs 11 meses

Supervivencia global
4
1

e
i

0.0

5

N 9 5 0 0 0
pacientes 78 19 0

Figura 5.3. Supervivencia global segun presencia de metastasis cerebrales.



La mediana de supervivencia en aquellos pacientes con respuesta parcial,
enfermedad estable y progresion fue de 16 meses, 9 meses y 3 meses

respectivamente segun se observa en la Tabla 5.6 y en la Figura 5.4.

Tabla 5.6. Supervivencia segun respuesta al tratamiento.

Tipo de respuesta Mediana de superviver Log rank P

Respuesta parcial 16 meses 56,7 <0,0001

Enfermedad estable 9 meses

Progresion de 3 meses

enfermedad




. Supervivencia sequnrespuestaaitratamiento
e --R. Parcial
=5 -Enf. Estable
o —Progresion
-—No valorado

éMediana 3 \}ls 9 vs 16 meses
3% 33 17 10 3 0
Nacientes 2 4 ¥ % % ;
E 12 4 0 0 0 0

Figura 5.4. Supervivencia segun respuesta al tratamiento.




La mediana de supervivencia en el grupo de pacientes estadio IV tratados con

bevacizumab fue de 16 meses, segun se observa en la Figura 5.5.
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Figura 5.5. Supervivencia global segun tratamiento con bevacizumab en pacientes con

estadio IV. HR=0,23 (0,05-1,001) p=0,05



5.2 Andlisis de marcadores de angiogénesis, daifo endotelial e inflamacién

De estos pacientes, se realizd el estudio de marcadores de angiogénesis, dafio
endotelial e inflamacion en los 60 pacientes. Se estudiaron los siguientes parametros
de angiogénesis: CECs, EPCs, MPs, TSP1, el VEGF, el receptor 1 y 2 del VEGF; de

coagulacion: GET y el FT y de inflamacidn: la IL6.

En el andlisis de las variables antes y después del tratamiento respecto a los
controles, se observa en general que los parametros de las CECs, EPCs, MPs, VEGF,
VEGFR1, VEGFR2, FT e IL6 se encuentran elevados significativamente respecto a los

controles, segln se observa en la Tabla 5.7 y en las Figuras 5.6-8.



Tabla 5.7: Niveles de los marcadores de angiogénesis, inflamacion y
coagulacién en pacientes con CPNM antes (n=59) y después del tratamiento (n=36)
con quimioterapia y en sujetos sanos.

Antes del Después del Sujetos sanos pl p2 p3
tratamiento tratamiento
(n=60)

(n=59) (n=36)
CEC (cel /ml) 101,1+76,0 158,9+10,8 10,8+6,3 0,2455 <0,0001 0,01
EPC(cel /ml)* 41,7194,9 32,0341 12,1+14.9 0,6 0,05 0,013
MPs (MPs/ul) 603515749 499914706 184812058 0,4 <0,0001 <0,0001
TSP1 (ng/ml) 45,2+16,4 43,7+10,1 48,249,5 0,7 0,3 0,08
VEGF (pg/ml) 407,7£371,8 325,1+£279,1 146,9159,4 0,3 <0,0001 0,0002
VEGFR1 (pg/ml) 128,1+90,5  108,6+44,3 71,5¢17,5 0,2  0,0007 0,004
VEGFR2 pg/ml 951545713 880712880 672711307 0,5 0,003 <0,0001
FT (pg/ml) 508,0£508,4 392,6+471,6 162,0£54,0 0,3 0,0004 0,003
GET (nMol) 201+ 82,4 183,1+70,8 157,8+59,2 0,3 0,01 0,3
IL6 (pg/ml) 12,9+13,6 11,0+11,5 0,7+0,6 0,5  <0,0001 <0,0001

CEC: célula endotelial circulante; EPC: célula progenitora endotelial; MPs:

microparticulas; TSP1: trombospondina 1 VEGF: factor de crecimiento de endotelio
vascular; VEGFR1: receptor 1 del VEGF; VEGFR2: receptor 2 del VEGF; FT: factor tisular;
GET: generacion endégena de trombina; IL6 interleukina 6. p1, Antes del tratamiento
vs Después del tratamiento; p2, Antes del tratamiento vs Control; p3, Después del
tratamiento vs Control). *La determinacién de EPCs antes y después del tratamiento se
realizd en 18 pacientes.
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Figura 5.6. Distribucion de los niveles de las CECs en pacientes con CPNM en situacion
basal, tras el tratamiento y en los controles.

pl =0,25; p2<0,0001; p3 =0,01.p1, Antes del tratamiento vs Después del tratamiento;
p2, Antes del tratamiento vs Control; p3, Después del tratamiento vs Control).

Las lineas horizontales representan el valor del primer cuartel, de la mediana, del
tercer cuartel y los valores maximo y minimo.
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Figura 5.7. Distribucidén de los niveles de EPCs en pacientes con CPNM en situacion
basal y tras el tratamiento.

P =0,6, Antes del tratamiento vs después del tratamiento Las lineas horizontales
representan el valor del primer cuartel, de la mediana, del tercer cuartel y los valores
maximo y minimo.
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Figura 5.8. Distribucidon de los niveles MPs circulantes en pacientes con CPNM en
situacion basal, tras el tratamiento y en controles. p1=0,4; p2 y p3<0,0001.p1, Antes
del tratamiento vs Después del tratamiento; p2, Antes del tratamiento vs Control; p3,
Después del tratamiento vs Control. Las lineas horizontales representan el valor del
primer cuartel, de la mediana, del tercer cuartel y los valores maximo y minimo.



5.3. Valor prondstico de los niveles basales de las variables estudiadas

Cuando se agruparon los pacientes de acuerdo con el valor de las CECs del
percentil 75 de los pacientes, se observd (Tabla 5.8 y Figura 5.9) que el grupo de
pacientes con los niveles de CECs elevados por encima del percentil 75, se asociaron a
una peor supervivencia que los pacientes del grupo con niveles de CECs menor que el

valor del percentil 75.

Tabla 5.8. Supervivencia Global en el grupo de pacientes con los niveles basales de
CECs mayores del percentil 75 (152 cel/ml).

Variable Percentil Mediana SG Mediana SG Chi cuadradc p
si variable alterada si variable normal
CEC>152 cel/m 75 9(4,3-13,6) 16 (9,9-22) 4,3 P=0,04

CEC: célula endotelial circulante;

—-—-CECs =152 cel/mL
---CECs = 152 cel/mL
. Log rank 4,3 (p=0,04)
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Figura 5.9. Supervivencia global segun niveles basales de CECs. HR=2,1 (1,004-
4,5) p<0,05



Por otra parte, al analizar la supervivencia segun la elevacién de las variables
por encima del percentil 99 de los controles, se observé que los pacientes con MPs
elevadas tenian una mayor supervivencia, y que aquellos pacientes con niveles
disminuidos de TSP1 (menores al percentil 25 de los controles), presentaban una peor

supervivencia.(Tabla 5.9 y figuras 5.10y 5.11)

Tabla 5.9.Comparacion de supervivencia global segin los niveles basales de las
variables (respecto al percentil 99 de los controles).

Variable Mediana SG si Mediana SG si Chi cuadrado p
variable alterada variable normal
CEC>20cel/ml 8 11 (8,9-13) 0,52 P=0,5
EPCs > 60 cel/ml 8 8 (4,9-11) 0,05 0,8
MPs > 3278 MP/pI 16 10(6,1-13,8) 4,3 P=0,04
TSP1 <39 pg/ml 7(0,7-13,2) 16 (7-24,9) 6,1 0,013
VEGF >253 pg/ml 10(5,5-14,4) 11 (8-13,9) 0,4 0,5
SsVEGF1 >125 pg/ml 9(0,8-17,1) 12(8,1-15,8) 1,7 0,2
VEGFR2 >7960 pg/ml 12 (7,8-16) 9(5,5-12,4) 2,7 0,09
FT >265 pg/ml 11(6,6-15,3) 0,58 P=0,4
GET >275 nMol 7(0,11-13,8) 11 (6,6-15,3) 0,05 0,8
IL6>2,5 pg/ml 11 (8,6-13,3) 10 (3,5-16,4) 0,22 0,6

CEC: célula endotelial circulante; EPCs: células progenitoras endoteliales; MPs: microparticulas; TSP1:
trombospondina 1 VEGF: factor de crecimiento de endotelio vascular; sVEGF1: receptor 1 soluble del
VEGF; VEGFR2: receptor 2 del VEGF; FT: factor tisular; GET: generacion enddgena de trombina; IL6
interleukina 6.
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Figura 5.10. Supervivencia Global segun niveles basales de MPs. HR=0,46 (0,2-0,995)

p<0,05.
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Figura 5.11. Supervivencia Global segun niveles basales de TSP1 (Percentil 25 de la

variable en controles). HR=2,2(1,1-4,5) p=0,02



Al realizar el andlisis del ILE, segun la variacidon de los pardmetros respecto al
percentil 99 de los controles, se observé que aquellos pacientes con MPs elevadas
tenian un mayor ILE y por otra parte aquellos con TSP1 disminuida (menores al

percentil 25 de los controles) un ILE mds corto. (Tabla 5.9 y Figuras 5.12 y 5.13)

Tabla 5.10. Comparacién del ILE segun las variables basales se encuentren elevadas o
no respecto al valor del percentil 99 de los controles.

Variable Mediana ILE si Mediana ILE si Chi p
variable alterada variable normal cuadrado

CEC>20 cel/ml 9(6-11) 10 (7,9-12) 0,64 0,4
EPCs > 60 cel/ml 8 8(5,7-10,2) 0 1
MPs > 3278 MP/ul 15 (11,4-18) 9 (8-12) 4,02 0,04
TSP1 <39 pg/ml 6(3,7-8,2) 12 5,8 0,02
VEGF>253 pg/ml 9 (5,5-12,4) 10(7,9-12) 0,4 0,5
SVEGF1>125 pg/ml 9(3,6-14,3) 10 (7,9-12) 0,08 0,8
VEGFR2>7960 pg/ml 11 (9,1-12,8) 7 (4,2-9,7) 2,1 0,2
FT >265 pg/ml 9(5,7-12,2) 1,1 0,3
GET >275 nMol 6(0-14) 11 1,5 0,2
IL6>2,5 pg/ml 10(7,8-12,1) 5 (0-10,8) 1,2 0,3

CEC: célula endotelial circulante; EPCs: células progenitoras endoteliales; MPs:
microparticulas; TSP1: trombospondina 1 VEGF: factor de crecimiento de endotelio vascular;
SVEGF1: receptor 1 soluble del VEGF;VEGFR2: receptor 2 del VEGF; FT: factor tisular; GET:
generacion enddgena de trombina; IL6 interleukina 6.
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Figura 5.12. ILE segun niveles de MPs basales. HR=0,47 (0,2-1) p=0,06.
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Se observd una asociacion entre los valores elevados del VEGF (valor del
percentil 99 de los controles) y la progresién de enfermedad segun se observa en la
Tabla 5.11. No se encontrd otra variable que se asocie significativamente con la
progresién de enfermedad al realizar el corte en el valor del percentil 99 de los

controles.



Tabla 5.11. Asociacion entre la progresién y los valores de las variables, en los
pacientes con CPNM antes del tratamiento con quimioterapia.

Progresion de enfermedad

S| NO Chi-cuadrado P Oddsratio  1C95%
CECs>20 cel/ml
Si 12 40 0,3 0,6 1,8 0,2-16,9
No 1 8
EPCs>60
Si 0 1 0,3 0,6 1,3 0,9-1,7
No 6 20
MPs >3278 Mps/ml
Si 8 33 0,07 0,8 0,7
No 5 14 0,03-11,7
VEGF>253 pg/ml
Si 10 20 53 0,02 6 1,1-31,8
No 2 27
TSP1<39 ng/ml
Si 2 8 0,1 0,8 1,3
No 10 40 0,2-7,8
SVEGF1>125 pg/ml
Si 5 18 0,004 0,9 0,9 0,2-4,2
No 8 28
VEGFR2>7960 pg/ml
Si 8 31 0,03 0,8 0,9 0,2-3,5
No 5 15
FT >265 pg/ml
Si 5 25 1 0,4 0,5 0,12-1,9
No 8 21
GET >275nMol
Si 4 6 1,2 0,3 2,4 0,5-12,5
No 10 40
IL6>3 pg/ml
Si 8 32 0,12 0,7 0,8 0,2-3,1

CECs: células endoteliales circulantes; EPCs: células progenitoras endoteliales; MPs:
microparticulas; VEGF: factor de crecimiento de endotelio vascular; TSP1: trombospondina 1;
SVEGF1 receptor soluble 1 del VEGF; VEGFR2 receptor 2 del VEGF FT: factor tisular; GET:
generacidon enddgena de trombina; IL6, interleukina 6.



5.4. Correlacion de las variables estudiadas:

Se observd una correlaciéon entre el VEGF y las MPs (r=0,406), asi como el
VEGFR2 con el VEGF (r=0,565) como era de esperar y también la GET con las MPs

(r=509) segun se observa en la Tabla 5.12.

Tabla 5.12: Estudio de correlacion de Pearson entre las variables estudiadas en los
pacientes con CPNM antes del tratamiento con quimioterapia.

CPC CPECs Cd34/133 MPs VEGF VEGFR2 GET

CPC (cel/ ml)
CPEC (cel /ml) 0,859 **

Cd34/133 (cel/ml) 0,973 ** 0,735 **

MPs (MPs/ulL)

VEGF (pg /ml) 0,406 **

VEGFR2 (pg/ml) 0,565 **
GET (nMol) 0,509 **

CPC: célula progenitora circulante / ml; CPEC célula progenitora endotelial circulante /
ml; Cd34/133: células CD34/133+; MPs: microparticulas en plasma/ ul; VEGF: factor de
crecimiento de endotelio vascular; VEGFR2: receptor 2 del VEGF; GET generacién de
trombina.



5.5. Valor prondstico y predictivo de las variables tras el tratamiento:

Al realizar el analisis de asociacion de las variables medidas tras el tratamiento,
con la supervivencia > 15 meses se observd una asociacion entre la elevacion de las
MPs tras el tratamiento y la supervivencia > 15 meses segun se observa en la Tabla
5.13. La sensibilidad y especificidad de las MPs para esta asociacion fue de un 88,9% y
de un 62,5% respectivamente como se observa en la Tabla 5.14. No se observé otra

variable que sea significativa para esta asociacion.



Tabla 5.13. Asociacién entre supervivencia >15 meses (S>15m) y los valores de las
variables, en los pacientes con CPNM después del tratamiento con quimioterapia

Supervivencia >15 meses

Si No Chi- p Odds IC 95%
cuadrado ratio

CECs>20 cel/ml
Si 9 20 2,9 0,09 0,7 0,5-0,9
No 0 7
MPs >3278 MPs/ulL
Si 8 11 4,9 0,02 94 1,02-87
No 1 13
VEGF>253 (pg/ml)
Si 2 18 0,6 0,6 0,24 0,1-3,8
No 4 23
SVEGF1>125 pg/ml
Si 2 8 0,3 0,6 0,6 0,1-3,8
No 7 18
VEGFR2>7960 pg/ml
Si 5 18 0,6 0,4 0,6 0,1-2,6
No 4 8
FT >265 pg/ml
Si 3 10 0,04 0,8 0,8 0,2-4,1
No 6 17
GET >275nMol
Si 2 4 0,2 0,6 1,5 0,3-10
No 7 22
IL6>3 pg/ml
Si 6 20 0,4 0,5 0,6 0,1-3,1
No 3 6

CECs: células endoteliales circulantes; MPs: microparticulas; VEGF: factor de
crecimiento de endotelio vascular; TSP1: trombospondina 1; sVEGF1: receptor 1
soluble del VEGF; VEGFR2: receptor 2del VEGF; FT: factor tisular; GET: generacién
enddgena de trombina; IL6: interleukina 6.



Tabla 5.14. Sensibilidad y especificidad de las técnicas para detectar largos
supervivientes

Variable Sensibilidad Especificidad Area bajo la curva
(%) (%)
MPs y Supervivencia > 15 meses 88,9% 62,5% 76,90%

MPs: microparticulas

Al realizar el analisis de ILE tras el tratamiento, no se observd diferencias entre
los grupos segun los niveles de las variables seglin se observa en la Tabla 5.15 ni
tampoco una asociacion con los eventos trombaticos.

Tabla 5.15.Comparacion de ILE segun las variables tras el tratamiento se encuentren elevadas
o no respecto al valor del percentil 99 de los controles.

Mediana ILE

Variable Variable Chi- p

elevada no elevada cuadrado
CEC>20 cel/ml 12 10 (8,6-11) 0,5 0,45
EPCs > 60 cel/ml 7,5 (5-10) 10 (8,6-11) 0,5 0,5
MPs > 3278 MP/ul 12 (3,5-20,4) 0,2 0,7
TSP1 <39 pg/ml 11 12 0,26 0,6
VEGF >253 pg/ml 11 11 (8,2-13,7) 0,09 0,8
SVEGF1 >125 pg/ml 12 12 0,03 0,9
VEGFR2 >7960 pg/ml 11 11 (8,4-13,5) 0,9 0,3
FT >265 pg/ml 12 12 (9,4-14,6) 0,02 0,9
GET >275 nMol 11 (10,1-11,8) 0,9 0,3

CEC: célula endotelial circulante; EPCs: células progenitoras endoteliales; MPs: microparticulas; TSP1:
trombospondina 1 VEGF: factor de crecimiento de endotelio vascular; sVEGF1: receptor 1 soluble del
VEGF; VEGFR2: receptor 2 del VEGF; FT: factor tisular; GET: generacién enddégena de trombina; IL6
interleukina 6.

5.6. Influencia del bevacizumab sobre las variables.
Respecto a la influencia del bevacizumab sobre las variables, se observé una

diferencia significativa entre los valores de las EPCs (p=0.01) y la GET (p=0,043) seguln

hayan recibido o no bevacizumab. (Tabla 5.16)



Tabla 5.16. Asociacion entre los valores de las variables tras el tratamiento segun
hayan recibido o no bevacizumab.

Variable Bevacizumab si Bevacizumab no p
EPC (cel/ ml) 11,6%4,1 38,319,1 0,01
(5) (16)
GET (nMol) 1001+829(7) 168+14,1 0,043
(28)

EPC: célula progenitora endotelial; GET: generaciéon endégena de trombina

El analisis multivariante (Tablas 5.17 y 5.18), muestran la influencia del bevacizumab

sobre los pardametros de angiogénesis y coagulacién estudiados tras el tratamiento.



Tabla 5.17. Modelo 1: Analisis multivariable de la influencia del Bevacizumab sobre el
valor de los parametros estudiados.

Variables R R? F Coeficiente Beta p

introducidas

Resumen 0,998 0,997 54,8

Constante 0,016
CEC 0,89 0,03
EPC -1,93 0,04
MPs 0,41 0,2
TSP1 -0,61 0,009
VEGF 0,77 0,008
SVEGF1 0,94 0,02
VEGFR2 0,11 0,3
GET -2,6 0,01
IL6 0,3 0,07

Variable dependiente: Bevacizumab. Variables predictoras: CEC: célula endotelial circulante;
EPC: célula progenitora endotelial; MPs: microparticulas; TSP1: trombospondina 1 VEGF: factor
de crecimiento de endotelio vascular; sSVEGF1: receptor 1 soluble del VEGF; VEGFR2: receptor
2 del VEGF; FT: factor tisular; GET: generacidon enddgena de trombina; IL6 interleukina 6. R:
coeficiente de multiples correlaciones; R2 coeficiente de determinacién; F ANOVA estadistico;
coeficiente Beta: coeficiente de regresién estandarizado.



Tabla 5.18. Modelo 2: Analisis multivariable de la influencia del Bevacizumab sobre el valor

de los parametros estudiados

Variables R R? F Coeficiente Beta p

introducidas

Resumen 0,968 0,937 11,08

Constante 0,000
CEC 0,66 0,05
EPC -1,26 0,04
TSP1 -0,64 0,003
VEGF 0,75 0,005
SVEGF1 0,56 0,03
GET -1,89 0,03

Variable dependiente: Bevacizumab. Variables predictoras: CEC: célula endotelial circulante;
EPC: célula progenitora endotelial; MPs: microparticulas; TSP1: trombospondina 1 VEGF: factor
de crecimiento de endotelio vascular; sVEGF1: receptor 1 soluble del VEGF; VEGFR2: receptor
2 del VEGF; FT: factor tisular; GET: generacién enddégena de trombina; IL6 interleukina 6. R:
coeficiente de multiples correlaciones; R2 coeficiente de determinacién; F ANOVA estadistico;
coeficiente Beta: coeficiente de regresién estandarizado.



6-DISCUSION






Los resultados de este estudio muestran una elevacién de los niveles de las
variables estudiadas (salvo la TSP1 que muestra una disminucién) respecto a los
controles sanos, lo que se explicaria por el ambiente proangiogénico e inflamatorio
propio de la enfermedad y el estadio avanzado de la misma. No encontramos
informacién de que se haya realizado ningln estudio que analice en su conjunto los
marcadores de angiogénesis, coagulacion e inflamacidon que seleccionamos en esta
tesis como posibles biomarcadores prondstico en CPNM avanzado y su relacidon con la
respuesta al tratamiento (quimioterapia+/-bevacizumab). El estudio de Beerepoot et
al™®, encontré un aumento de 3.6 veces mas de CECs viables en pacientes con
distintos tipos de cdncer en progresién de enfermedad respecto a los sujetos sanos y
observaron que estos niveles se modificaban tras la quimioterapia. En nuestro estudio,
observamos una asociacion entre los niveles basales elevados de las CECs y una peor
supervivencia. Por otra parte, tras el tratamiento, no observamos una variacién
estadisticamente significativa entre los niveles basales y los obtenidos tras el mismo,
gue se asociara a la respuesta o a la supervivencia, aunque siguen siendo elevados

1 ,
1> encontré una

respecto a los controles. Contrariamente, el estudio de Kawaishi et a
asociacién entre los niveles basales elevados de CECs y un mayor intervalo libre de
enfermedad y una disminucion de sus niveles tras la quimioterapia en aquellos
pacientes con respuesta al tratamiento. Por otra parte, estudios realizados en otros
tumores como el estudio de Ronzoni et al*® en pacientes con carcinoma colorrectal
tratados con quimioterapia asociada a bevacizumab, mostraron una correlacién entre
los niveles basales elevados de las CECs y una peor supervivencia y una disminucién de
sus niveles tras la quimioterapia asociada a la respuesta y a un mayor intervalo libre de
enfermedad. Otro estudio en pacientes con carcinoma colorrectal, tratados con
quimioterapia asociada a bevacizumab, realizado por Matsusaka et al’®> mostré una
asociacién entre unos niveles elevados de las CECs y una peor supervivencia.

Con respecto a las EPCs, sélo se realizé el analisis de las mismas en 18 pacientes
debido al retraso en la puesta a punto de la técnica, lo que limita las conclusiones de
este estudio sobre su posible valor prondstico y predictivo de respuesta. Se observé
gue los valores de las mismas tras el tratamiento estaban elevados respecto a los

controles (p=0,013), y ademas que sus niveles tras el tratamiento tenian una media

mas baja en aquellos pacientes que fueron tratados con bevacizumab (p=0,01). No se



encontrd una asociacion con el prondstico y la respuesta. El estudio de Nowak et al*®y

2% encontré una correlacién entre los niveles de las EPC con el estadio clinico y los
niveles del VEGF en pacientes con CPNM. Aunque en nuestro estudio no se observa
una variacion significativa de los niveles de las EPC y de las CECs antes y después del
tratamiento, relacionada con la respuesta al mismo, existe evidencia de esta
asociaciéon como ya se comentd. Un estudio realizado por Roodhart et al*®”, midié los
niveles de las CECs y EPCs a las 4 horas de la administracion de la quimioterapia, asi
como a los 7 y 21 dias del primer ciclo de quimioterapia en 71 pacientes con distintos
tipos de cancer y que recibieron distintos citostaticos como tratamiento. Observaron
que la variacidn de los niveles a los 7 y 21 dias tras la quimioterapia se asociaban a la
respuesta al tratamiento, no asi en los niveles medidos a las 4 horas de la
administracion del mismo, y que en aquellos pacientes con progresidon de enfermedad,
los niveles de las CECs a los 7 y 21 dias se incrementaban sucesivamente, y éste
aumento se correlaciond con la progresion de enfermedad; respecto a las EPC, no se
observd una asociacién entre sus niveles y la respuesta o el prondstico.

Con respecto a las MPs, en nuestro estudio se observa una asociacién entre los
niveles basales elevados de las MPs y una mayor supervivencia global y libre de
progresién. Por otra parte, los niveles elevados tras el tratamiento se asociaron a una
larga supervivencia (>15 meses). La sensibilidad para detectar largos supervivientes
fue de un 88,9% vy la especificidad de un 62,5%. No existe bibliografia al respecto en

pacientes con CPNM. Un estudio realizado por Guervilly et al*®®

en pacientes con
sindrome de distrés respiratorio encontré una relacién positiva entre unos niveles
elevados de microparticulas leucocitarias y la supervivencia. Es conocido que las
microparticulas son protrombdticas en diferentes patologias y en pacientes con
cancer, donde se vio una relacion con la frecuencia de eventos trombdticos 209'My
también se ha visto en estudios su valor como predictora de metdastasis a distancia?*?.
Las microparticulas son vesiculas que proceden de las plaquetas, células endoteliales,
los leucocitos y las propias células tumorales. Aunque todavia no existe un consenso
definido®*® sobre la técnica de medicién de las mismas, el comité cientifico de
estandarizacion de la Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia 2**) ha

presentado una primera guia sobre la medicidén de las microparticulas plaquetarias por

citometria de flujo. En nuestro estudio, se realizd una técnica de medicién basada en la



discriminacion de las mismas por citometria de flujo por su tamafio (<1 uM) y por otra
parte de forma indirecta mediante un ensayo de generaciéon endégena de trombina. Es
de interés continuar esta linea de investigacion buscando una mejor caracterizacion de
las mismas. Mas aun, que parecen ser de importancia a la hora de su medicion
multiples factores como el tipo de marcador seleccionado para su identificacion®"™, las
condiciones basales de la muestra?®, la comorbilidad217y el citbmetro con el cual se
realice su medicion®'®”.

Por otra parte, en este estudio se observa una asociacidon entre unos niveles
basales disminuidos de TSP1 y una peor supervivencia global y libre de progresion, y
por otra parte una asociacion entre los niveles elevados del VEGF y la progresion de
enfermedad. La TSP1 es una potente inhibidora de la angiogénesis 220y el VEGF es un
activador de la angiogénesis. Los resultados de nuestro estudio coinciden con los

observados en el estudio de Dudek et al*®®

, con la asociacién de unos niveles bajos de
TSP1 y unos niveles elevados del VEGF y una peor supervivencia en CPNM. Un estudio
publicado recientemente por Jantus-Lewintre et al**!, analizé los niveles del VEGF y del
VEGFR2 en pacientes con CPNM vy controles para valorar su posible papel como
biomarcador pronéstico, encontraron unos niveles elevados tanto del VEGF como del
VEGFR2 respecto a los controles, y que un subgrupo de pacientes, (con niveles
elevados de VEGF > percentil 75 y niveles bajos del VEGFR2 < percentil 75),
presentaban el peor prondstico.
Se observd una correlacidn entre el VEGF y las MPs asi como el VEGFR2 con el
VEGF y entre la GET con las MPs.El estado proangiogénico y trombético de la propia
enfermedad explicaria estas correlaciones. Por otra parte, es llamativo que en este
estudio sélo se observaron fendmenos trombdticos en 2 pacientes, a pesar de los
niveles elevados de MPs, FT y GET.
En cuanto al tratamiento con bevacizumab, se observa una mejor
supervivencia para los pacientes tratados con el mismo respecto a los pacientes con
estadio IV tratados con quimioterapia séla (16 vs 7 meses) p=0,03 de acuerdo con los

estudios conocidos®>3*

‘Por otra parte, el analisis multivariante muestra una influencia
del bevacizumab sobre las variables CECs, EPCs, TSP1, VEGF, sVEGF1 y GET, lo cual
parece indicar que la movilizacién de los marcadores es diferente segun el tratamiento

administrado. Es importante destacar que en nuestro estudio sélo 12 pacientes



recibieron bevacizumab, lo que limita nuestras conclusiones sobre el posible valor
prondstico y predictor de respuesta de las variables estudiadas para este subgrupo de
pacientes. Seria muy interesante continuar esta linea de investigacién sobre como se
movilizan las variables segin el momento de su medicién, el tipo de tratamiento, y

como influye la comorbilidad sobre las mismas.



7. CONCLUSIONES



1- Nuestros resultados muestran que los niveles basales de las variables estudiadas

estan elevadas respecto a los controles sanos.



2- Los niveles basales elevados de las CECs, de las MPs, asi como del VEGF y
disminuidos de la TSP1 tienen una relacidn con el prondstico y podrian ser de utilidad
como marcadores prondstico y de respuesta al tratamiento en pacientes con CPNM
avanzado.

3- Los niveles elevados de las MPs, se asociaron a buen prondstico tanto en su
medicidon basal como tras el tratamiento. Este es el primer estudio que muestra una
relacién entre los niveles elevados de las MPs con un buen prondstico en CPNM
avanzado.

4- El tipo de tratamiento administrado (quimioterapia o quimioterapia asociada
a bevacizumab) afecté de forma diferente a la supervivencia en los pacientes con
estadio IV y a los niveles de las variables: observamos una influencia del bevacizumab
sobre los niveles de los marcadores estudiados.

5- EI CPNM es una enfermedad prevalente y grave, y la investigacion es
prioritaria para mejorar su mortalidad. Es importante, entender mejor el mecanismo
de angiogénesis tumoral para poder optimizar la administracidon de los tratamientos
antiangiogénicos y asi conseguir una mejoria en la supervivencia de los pacientes que

lo reciban.
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Anexo 1

Recogida de datos: ESTUDIO DE CELULAS ENDOTELIALES CIRCULANTES,
CELULAS ENDOTELIALES PROGENITORAS, MICROPARTICULAS CIRCULANTES Y
MARCADORES DE ANGIOGENESIS EN PACIENTES CON CARCINOMA PULMONAR NO
MICROCITICO

Primera visita

Codigo de paciente Nro

Fecha

Fecha de consentimiento informado

Fecha de nacimiento

Antecedentes personales:

(si= 1/ no=2)
Fumador: Afos/ paquete: Exfumador desde hace:
Si=1 No=2 Fecha de diagndstico | Sigue controles si/nq Fecha del ultimo

evento

Cardiopatia isquémica

Diabetes Mellitus

Trombosis venosa profunda

Lupus eritematoso sistémicg

Vasculopatia

Anemia de células falciformg

Hipertension arterial

Otros antecedentes:

-Quirdargicos: (intervencidn, diagnéstico y fecha)
-Alergias medicamentosas:

-Tratamiento habitual:

- ECG basal, fecha e informe:



Anexo 1 Exploracion fisica:

Peso Talla Superficie corporal TA PS

Exploracion Normal

Exploracion anormal ( describir)

Fecha de diagndstico

Técnica utilizada Broncoscopia,
técnica- Fecha

otra

Descripcion del diagndstico histoldgico

Toxicidad Basal

Leucocitos

Neutrofilos

Hemoglobina

Hematocrito

plaquetas

Creatinina

Urea

Na+/ K+

Bilirrubina

GOT/GPT

D- dimeros

n/a

I Quick

n/a




Toxicidad basal Grado OMS

nauseas

anorexia

astenia

neuroldgica

cutanea

otra

Estudio de extension
Estadioclinico T N M
Localizacidon de las metastasis:

Lesiones diana

Localizacion Tamafio en 2 Método ( TAC, otro) | Fecha
dimensiones

Lesiones no diana

Localizacion Presente si=1 no=2 |Método Fecha

El paciente requiere completar estudio de extensidén que se solicita para

préoxima visita si no

Se pide: TAC...... PET ....... Hemograma........ Bioquimica

Acepta participar en el estudio y firma si no No cumple
consentimiento informado criterios




Tratamiento propuesto

Préoxima visita fecha

Pasa a hospital de dia

Si

no




Anexo 2: ESTUDIO DE CELULAS ENDOTELIALES CIRCULANTES, CELULAS ENDOTELIALES
PROGENITORAS, MICROPARTICULAS CIRCULANTES Y MARCADORES DE
ANGIOGENESIS EN PACIENTES CON CARCINOMA PULMONAR NO MICROCITICO

Hoja recogida de datos hospital de dia

Cddigo del paciente

Fecha

QT ciclo Nro

Espontaneo ( si=1/ no=2)

Radioterapia Fecha inicio
Fecha de fin

Motivo de consulta:
Tratamiento actual:
Datos de la exploracion:

TA  FC To PS

Exploracion Normal Exploracion anormal ( describir)

Datos de laboratorio:

Leucocitos
Neutrofilos
Hemoglobina
Hematocrito
plaquetas
Creatinina
Urea

Na+/K+
Bilirrubina
GOT/GPT

D- dimeros n/a

| Quick n/a

-Se extrae muestra para centro de investigacion: si / no

Obs: se extraerd la primera muestra dentro de los 7 dias previos al inicio de QT y la
segunda muestra 21 dias después del tercer ciclo de quimioterapia.

Referencia Nro: ( de la muestra)



Datos de toxicidad segun clasificacion de la OMS

Toxicidad

Grado

Fecha de inicio de
sintomas post QT

Persiste en la visita
actual si/ no

Leucopenia

Fiebre Neutropénica

Anemia

Trombopenia

Nauseas

Vémitos

Diarrea

Mucositis

R. alérgica

Alopecia

Rash

Arritmia

Fatiga

Renal

Neurolégica

Cutdnea

Sangrado

Trombosis

Se aplica Quimioterapia: si / no

Precisa G- CSF:

Precisa otros tratamientos: (fecha de inicio y fin previstos)

Evaluacion de respuesta (tras el tercer ciclo)

Estadioclinico T N M




Localizacion de las metastasis:

Lesiones diana

Localizacion Tamafio en Método ( TAC, otro) | Fecha
dimensiones
Lesiones no diana
Localizacién Presente si=1 no=2 | Método Fecha
Mejor respuesta obtenida:
RC RP EE PR NE NR

ECG control: fecha e informe (pedirlo tras el tercer ciclo)

Fecha de préxima visita:

Valorado por:




Anexo 3: ESTUDIO DE CELULAS ENDOTELIALES CIRCULANTES, CELULAS
PROGENITORAS ENDOTELIALES CIRCULANTES, MICROPARTICULAS CIRCULANTES Y
MARCADORES DE ANGIOGENESIS EN PACIENTES CON CARCINOMA PULMONAR NO
MICROCITICO

Recogida de Datos: visitas de seguimiento

SERIE

Fecha

Apellidos y Nombre

NHC

Enfermedad actual:
Tratamiento actual:
Exploracion fisica:

TA  FC To PS

Exploracion Normal Exploracion anormal ( describir)

Datos de laboratorio:

Leucocitos
Neutrofilos

Hemoglobina
Hematocrito
plaquetas
Creatinina
Urea

Na+/ K+

Bilirrubina
GOT/GPT
D- dimeros n/a
| Quick n/a

Datos de toxicidad segun clasificacion de la OMS



Toxicidad Grado

Leucopenia

Fiebre
Neutropénica

Anemia

Trombopenia

Nauseas

Vomitos

Diarrea

Mucositis

R. alérgica

Alopecia

Rash

Arritmia

Fatiga

Renal

Neurolégica

Cutanea

Sangrado

Trombosis

Valoracion:

Vivo con
enfermedad

Vivo sin
enfermedad

Muerto sin
enfermedad

Muerto con
enfermedad

Pérdida de
seguimiento

Progresién: si  no

Fecha

Tipo Local/ a distancia/ ambas




Localizacion

Tratamiento de segunda linea

Fallecimiento:
Fecha y motivo:
Fecha de préxima visita

Valorado por:



Anexo 4: ESTUDIO DE CELULAS ENDOTELIALES CIRCULANTES, CELULAS
PROGENITORAS ENDOTELIALES CIRCULANTES, MICROPARTICULAS CIRCULANTES Y
MARCADORES DE ANGIOGENESIS EN PACIENTES CON CARCINOMA PULMONAR NO
MICROCITICO

Hoja de fin de tratamiento.
Fecha

Motivo: Sefiale con una X

Tratamiento completado
Progresion

Toxicidad

Fallecimiento

Pérdida de seguimiento

Decisién del paciente/ investigador
Otra causa

Progresion.

Localizacion y fecha:
Fallecimiento.
Causa y fecha:

Mejor respuesta obtenida y fecha:

RC RP | EE PR NE NR
Valorado por:




ANEX0 5. HOJA INFORMATIVA AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO.

TITULO DEL PROYECTO DE INVESTIGACION:

ESTUDIO DE CELULAS ENDOTELIALES CIRCULANTES, CELULAS ENDOTELIALES
PROGENITORAS CIRCULANTES, MICROPARTICULAS CIRCULANTES Y MARCADORES DE
ANGIOGENESIS EN PACIENTES CON CARCINOMA PULMONAR NO MICROCITICO

INVESTIGADOR PRINCIPAL:
Tania Fleitas Kanonnikoff

Correo electronico: tfleitas@hotmail.com

EQUIPO INVESTIGADOR:

Gaspar Reynés Muntaner,José Gomez Codina, Maria Martin Ureste, Miquel Pastor
Borgoiién, Tania Fleitas Kanonnikoff y Joaquin Montalar Salcedo del Servicio de
Oncologia Médica

Vicenta Martinez Sales, Virtudes Vila y Edelmiro Réganon, Centro de Investigacion

CENTRO:

Hospital Universitario La Fe, Valencia
VERSION Y FECHA:

Versién 1, de fecha 8 de mayo de 2008

I INTRODUCCION

Nos dirigimos a Ud. para informarle sobre un estudio de investigacién, aprobado por
el Comité Etico del Hospital Universitario La Fe, en el que se le invita a participar.

Nuestra intencidon es que Ud. reciba la informacidn correcta y suficiente para que
pueda evaluar y juzgar, si quiere o no participar en este estudio.

Para ello, le ruego lea esta hoja informativa con atencidn, pudiendo consultar con las
personas que considere oportuno, y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan
surgir.

Il PARTICIPACION VOLUNTARIA
Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria, y que puede decidir
no participar, o cambiar su decision y retirar su consentimiento en cualquier
momento, sin que por ello se altere la relaciéon con su médico ni produzca perjuicio
alguno en su tratamiento.

. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

El cdncer de pulmdn representa un importante problema de salud publica. En
Espana, la incidencia anual es de unos 18500 casos. En los Ultimos afios ha despertado



mailto:tfleitas@hotmail.com

un creciente interés el papel que juega en el crecimiento tumoral la formacion de
nuevos vasos sanguineos por el tumor.

El objetivo de este estudio es comprobar si una serie de proteinas y de células
presentes en la sangre, pueden tener valor pronédstico y si sus niveles tras la
administracion de quimioterapia se asocian con la respuesta tumoral y la aparicion
de trombosis en pacientes con cancer de pulmoén .

Se prevén incluir 150 pacientes y la duracién del estudio sera de 3 afios.
IV. BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO.

Usted recibird en cualquier caso el tratamiento adecuado para su enfermedad.
Ademas si entra en este estudio se conoceran mejor algunos aspectos relacionados
con su enfermedad y contribuira a esclarecer aspectos mal conocidos de esta
enfermedad que podran ser Uutiles en el futuro.

Este estudio se realizard a partir de las muestras de sangre que habitualmente
se le extraerdn para controlar el tratamiento. Por lo tanto no requiere ninguna
extraccién de sangre adicional.

No se prevén riesgo o inconvenientes para usted.
V. CONFIDENCIALIDAD Y TRATAMIENTO DE DATOS

El tratamiento, la comunicacién y la cesién de los datos de caracter personal de todos
los sujetos participantes se ajustard a lo dispuesto en la Ley Orgéanica 15/99 de 13 de
diciembre de proteccidn de datos de caracter personal.

De acuerdo a lo que establece la legislacidn mencionada, usted puede ejercer los
derechos de acceso, modificacién, oposicidon y cancelacién de datos, para lo cual se
deberd dirigir al responsable del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cédigo y sélo el
responsable del estudio y sus colaboradores podran relacionar dichos datos con Ud. y
con su historia clinica. Por lo tanto, su identidad no sera revelada a persona alguna sin
su consentimiento.

El acceso a su informacion personal quedara restringido al responsable del estudio y
sus colaboradores, autoridades sanitarias (Agencia Espafiola del Medicamento y
Productos Sanitarios), al Comité Etico de Investigacién Clinica y personal autorizado
por el promotor, cuando lo precisen para comprobar los datos y procedimientos del
estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la
legislacién vigente en nuestro pais.

Bajo ningln concepto y en ningin momento las muestras seran motivo de lucro
directo, bien sea por la venta del material o de los derechos para realizar estudios
sobre los mismos.



CONSENTIMIENTO INFORMADO

ESTUDIO DE CELULAS ENDOTELIALES CIRCULANTES, CELULAS ENDOTELIALES
PROGENITORAS CIRCULANTES, MICROPARTICULAS CIRCULANTES Y MARCADORES DE
ANGIOGENESIS EN PACIENTES CON CARCINOMA PULMONAR NO MICROCITICO

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

Comprendo que mi participaciéon es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

e Cuando quiera.
e Sin tener que dar explicaciones.
e Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

1ol o - TR

Firma del participante: ...ccccceee i

Revocacién del consentimiento arriba sefialado

Firma del participante: .....ccccceeeeeeciiiiee e



CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA REPRESENTANTE LEGAL:

ESTUDIO DE CELULAS ENDOTELIALES CIRCULANTES, CELULAS ENDOTELIALES
PROGENITORAS CIRCULANTES, MICROPARTICULAS CIRCULANTES Y MARCADORES DE
ANGIOGENESIS EN PACIENTES CON CARCINOMA PULMONAR NO MICROCITICO

[ < TSR , en calidad de

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con (nombre del

Comprendo que su participacién es voluntaria.

Comprendo que puede retirarse del estudio:

e Cuando quiera.
e Sin tener que dar explicaciones.
e Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

En mi presencia se ha dado a (nombre del
PArtiCiPANTE).cceeeeeeecereeeeee e toda la informacién pertinente
adaptada a su nivel de entendimiento y esta de acuerdo en participar.

Y presto mi conformidad con QUe.....cccieeieiiiiiiiciccceee, (nombre del
participante) participe en el estudio.

1ol o -

Firma del representante legal........ccccouviiviieeeeeeeiiiiee e,
Revocacidn del consentimiento arriba sefialado

Firma del representante: ......occveeeeeeieieieiieiieiiccieeeeeeee e



Anexo 6: Relacidon de articulos publicados y presentaciones en congresos de los

resultados preliminares del proyecto.

- Fleitas T, Martinez-Sales V, Gémez-Codina J, Martin M, Reynés G. Circulating

endothelial and endothelial progenitor cells in non-small-cell lung cancer. Clin Transl Oncol.
2010 Aug; 12(8):521-5. Revision.

- Fleitas T, Reynés G, Martinez-Sales V, Vila V, Gomez-Codina J, Montalar J. Células
endoteliales circulantes, células progenitoras endoteliales, microparticulas circulantes
y marcadores de angiogénesis en un paciente con CPCNP avanzado. Cancer de pulmén.
Actualidad. N218. 2010 Dec .ISSN 1887-1844.

- Fleitas T, Martinez—Sales V, Vila V, Reynés G, Gdmez-Codina J, Martin M, Montalar,
Pastor M, Reganon E. Células endoteliales circulantes, células progenitoras
endoteliales circulantes, microparticulas y marcadores de angiogénesis e inflamacién
en pacientes con carcinoma pulmonar no microcitico avanzado. | Simposio Nacional
SEOM. Madrid. 2010. Oct. Comunicacién oral.

- Vila V, Martinez-Sales V, Tania Fleitas, Réganon E. Research Center, Hospital La Fe.
Valencia. THROMBIN GENERATION  ASSOCIATED WITH MICROPARTICLES:
REGULATION BY PHOSPHATIDYL SERINE AND TISSUE FACTOR PATHWAY. 21st
International Congress on Thrombosis. Milan, 2010. Jul. Péster

- Fleitas T, Martinez—Sales V, Vila V, Reynés G, Gémez-Codina J, Martin M, Reganon E.
Circulating endothelial cells, microparticles and markers of angiogenesis and
inflammation in patients with advanced non-small cell lung cancer. 21st International
Congress on Thrombosis. Milan, 2010. Jul. Péster

- Fleitas T, Reynes G, Martinez-Sales V,Vila V, Reganon E; Mesado D, Martin M, Gomez-
Codina J, Montalar J. Circulating endothelial cells, endothelial progenitor
cells,microparticles and markers of inflammation and coagulation in advanced non small
cell lung cancer. Abstract nro 7583. ASCO Annual Meeting (June 3-7, 2011)
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