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|- INTRODUCCION

Se estima que el cancer que produce mayor mortalidad en zonas industrializadas
tales como Estados Unidos y Europa es el de pulmon. En Espafia, la mortalidad
por cancer de pulmon incrementa rapidamente entre los hombres en edades de 50
a 80 afios. Sin embargo, su elevada incidencia esta aumentando particularmente

en mujeres y jovenes durante los Gltimos afios. «1 2

1.1.- ETIOLOGIA DEL CANCER DE PULMON:

La etiologia y patogénesis de la enfermedad no son aun claras pero los datos
epidemioldgicos existentes apuntan basicamente a dos tipos de influencias que
pueden ser importantes en el cancer de pulmon: 1) factores ambientales; 2)

factores genéticos. «(3)

Factores Ambientales

Sin duda, el factor ambiental mas intimamente relacionado con la etiologia del
cancer de pulmédn es el consumo de tabaco, factor al que por su alto peso

etiolégico dedicamos nuestra atencion en la primera parte de este apartado.
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Las investigaciones clinicas y de laboratorio han demostrado que el tabaquismo
aumenta el riesgo de un fumador de morir de diversas enfermedades, siendo el
namero uno el cancer. Entre los canceres motivados por el tabaco, encabeza la
lista el de pulmon, de manera que su indice es diez veces mayor en los fumadores
que en los no fumadores. Asi, la elevada incidencia del cancer de pulmon en
Espafia, a la vez que en gran parte los paises desarrollados, se puede explicar casi
enteramente por el consumo de tabaco. La relacion entre fumar y cancer esta
demostrada, y se ve una asociacion estadistica constante entre la frecuencia del
cancer de pulmoén y la cuantia del consumo diario de tabaco, la tendencia a

inhalar el humo y la duracion del habito de fumar. =3 4).

Se estima que el consumo de cigarrillos es responsable del 85% de los casos de
cancer de pulmén entre los hombres y del 75% entre las mujeres; una media
general del 83%. Ademas, el fumar provoca aproximadamente el 30% del total
de las muertes por cancer. Los estudios médicos han demostrado que en
fumadores de mas de 40 cigarrillos al dia el riesgo de padecer la enfermedad es
20 veces més frecuente. Igualmente, se considera que el riesgo de muerte por
cancer de pulmén disminuye con cada afio de abstinencia. Los estudios sobre
personas que han dejado de fumar revelan que si se abandona el habito durante
10 afios, el riesgo disminuye igualandose al de los no fumadores. Por otro lado,
los datos disponibles muestran que las mujeres, las personas mayores y aquellas

que presentan problemas de salud son las que mas dejan de fumar. «2 3 4.

En la década de 1940 el fumar se consideraba como algo inofensivo, pero a
partir de entonces los epidemi6logos no tardaron en observar que el cancer de
pulmén, poco frecuente antes del siglo XX, habia aumentado de forma

considerable a comienzos de la década de 1930. Fue entonces, cuando algunas
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organizaciones iniciaron estudios comparando las muertes de céncer de
fumadores con las de no fumadores durante un periodo de varios afios.
Paralelamente, los estudios experimentales con animales demostraron que
muchas de las sustancias quimicas contenidas en el humo del cigarrillo eran
cancerigenas. En 1962, el gobierno cientifico de EE.UU analizo las pruebas de
que disponia. Sus conclusiones quedaron incluidas en el informe general sobre
sanidad de 1964, donde se afirma que ““fumar es un riesgo para la salud de
suficiente importancia como para justificar la necesidad de acciones apropiadas
para remediarlo”. En consecuencia varias ciudades y estados comenzaron a
tomar las primeras medidas encaminadas a erradicar este habito. Seguidamente, y

en Europa, la situacion se desarroll6 de modo similar. < 2.3.4).

Es bien sabido que el tabaco juega un significante papel en la etiologia del
cancer de pulmoén, y aunque se trate de algo comunmente conocido en la
comunidad medica ¢son los pacientes conscientes de tal asociacion?. Un estudio
en el que se sometié a un completo cuestionario a un amplio grupo de pacientes
revela que a pesar de todo, la mayoria de los individuos son conscientes de que

fumar es un factor causante en el desarrollo del cancer pulmonar. «),

El proceso por el que los productos quimicos producen cancer ha sido
ampliamente estudiado. Algunos actdan como iniciadores. Solo requieren una
Unica exposicion, pero el cancer no aparece hasta pasado un largo periodo de
latencia y tras la exposicion a otro agente denominado promotor. Los iniciadores
producen cambios irreversibles en el ADN. Los promotores no producen
alteraciones en el ADN, pero si un incremento en su sintesis y una estimulacion
de la expresion de los genes. Su accion solo tiene efecto cuando ha actuado

previamente un iniciador y lo hace de forma repetida. EI humo del tabaco
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contiene muchos productos quimicos iniciadores y promotores. Pero la actuacion
del tabaco como promotor es tal, que si se elimina el habito de fumar, el riesgo

de padecer cancer de pulmon disminuye de forma rapida. «)

En el epitelio de fumadores se ha visto atipias e hiperplasias que pueden ser el
inicio de un proceso cancerigeno. A veces, como en el carcinoma
bronquioloalveolar, no hay una relacion obvia con el habito de fumar, pero si

existe conexion con dafios previos del parénquima pulmonar. «7)

La relacion causa-efecto ha sido también analizada entre el humo del tabaco
inhalado de forma pasiva y el desarrollo de tumores pulmonares. Algunos
estudios publicados apuntan que en las parejas en las cuales uno de los conyuges
es fumador pasivo éste sufre mayor riesgo de cancer de pulmoén. Ademas, el

indice de la enfermedad es mayor en hijos no fumadores de padres fumadores.

*(8,9,10,11,12).

Resulta bioldgicamente aparente que el humo del tabaco contribuye en la
induccion del cancer de pulmén en individuos no fumadores. Sin embargo,
recientes hallazgos apoyan previas suposiciones a cerca de que la mayor parte del
incremento observado a padecer cancer de pulmon por individuos no fumadores
pueda relacionarse con la errénea clasificacion del estado de fumador, la
inapropiada seleccion de controles, asi como con ciertos factores relacionados
con el estilo de vida y posiblemente también con la disposicion hereditaria. El
humo del tabaco, como un factor causante del cancer de pulmon en no
fumadores, puede seriamente dificultar el esclarecimiento de la etiologia

multifactorial de los tumores en pulmon. «(13),
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La reciente introduccion de biomarcadores a estudios moleculares
epidemiologicos ha proporcionado un medio de valoracion del riesgo de padecer
cancer en relacion con el tabaco. Diversos biomarcadores (interaccion agente-
DNA) para la susceptibilidad genética a padecer cancer de pulmén han sido
desarrollados y validados en estudios piloto que han demostrado su asociacion
con un incremento en el riesgo a padecer cancer de pulmén. Por ejemplo,
enzimas metabolicas responsables de la bioactivacion y detoxificacion de agentes
medioambientales, reordenaciones cromosomicas y pérdida de la capacidad de
reparar el ADN han sido demostrados en linfocitos periféricos humanos. Estos
marcadores permiten una estimacion de la variacion inter-individual en respuesta

a la exposicion a carcinogenos y asi la valoracion del riesgo de cancer. « 14),

Multiples causas medioambientales han sido implicadas en la etiologia de la
enfermedad. Quizas, los factores ambientales mas ligados al riesgo de padecer
cancer de pulmén, despues del ya mencionado consumo de tabaco, sean aquellos
relacionados con la exposicién profesional a ciertos productos. Asi, la exposicion
a una serie de agentes industriales (niquel, cromo, carbon, asbesto, arsenico,
hidrocarburos hemiciclicos, gas mostaza, amianto, clorato de vinilo, radén, etc.)
es importante, aunque de menos extendida implicacion, en el recuento de casos

de cancer de pulmon. «23)

Igualmente, la excesiva exposicion a diversos tipos de radiaciones puede
incrementar el riesgo de cancer. La mayoria de los rayos terapéuticos y
diagndsticos utilizados en medicina estan ajustados para emitir la menor dosis
posible evitando perjuicios y sin sacrificar la calidad de la imagen. Pero una
excesiva exposicion puede provocar cancer de pulmén, en especial entre los

fumadores. La radiacion produce cambios en el ADN como roturas o



INTRODUCCION

transposiciones cromosémicas en las que los cabos rotos de 2 cromosomas
pueden intercambiarse. La radiacion actia como un iniciador de la
carcinogénesis induciendo alteraciones que progresan hasta convertirse en cancer
después de un periodo de latencia de varios afios. En este intervalo puede

producirse una exposicion a otros factores. « 3

Las evidencias conocidas hasta la fecha sugieren que las nuevas caracteristicas
de estilo de vida pueden jugar un potencialmente importante, aunque variable
papel, en la etiologia del cancer de pulmon. Asi, deberia hacerse énfasis sobre
aquellos factores implicados en el desarrollo del cancer pulmonar mas
recientemente identificados. Algunas preferencias de dieta como la ingesta de
grasas pueden convertirse en elementos de riesgo. Por el contrario, un alto
consumo de frutas y vegetales en la alimentacién es protector, aunque no se ha

encontrado ningin componente dietético Unico que sea preventivo. =3 1s),

Factores Genéticos

La genética podria jugar un papel en la aparicion del cancer de pulmon. Por
ello, uno de los pasos mas prometedores para conocer las causas de la
enfermedad y lograr asi, establecer un programa de control efectivo, seria
identificar personas que estén genéticamente predispuestas a padecer la
enfermedad. En tal intento, diversos investigadores centran sus esfuerzos y
luchan por descifrar las posibles transformaciones genéticas vinculadas al

desarrollo del cancer pulmonar.
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Las alteraciones genéticas en los tumores pueden presentarse como cambios en
el contenido total del ADN, en cromosomas individuales, en genes aislados o en

la expresion génica.

Dave BJ. y su equipo llevaron a cabo un analisis cromosémico sobre cultivos
linfocitarios de una serie de pacientes de cancer de pulmén. El estudio revel6 la
importancia de especificos cambios genéticos en la etiologia de la enfermedad,
ademas de observarse cierta relacién entre algunas anomalias genéticas y
determinados tipos histologicos dentro del heterogéneo grupo de tumores de
pulmén. Asi, demostraron que mas del 15% de sus pacientes mostraban
reordenaciones en los cromosomas 1, 3, 5, 7, 9, 12, 14 y 21 y tales aberraciones
eran significativamente altas en los cromosomas 7, 9, 12 y 21. Ademas, la
clasificaciéon de los pacientes de acuerdo con los diferentes tipos histoldgicos
considerados dentro del cancer pulmonar mostrd que las variaciones en los
cromosomas 1, 7 y 9 dominaban el conjunto de cambios cromosomicos dentro de

los carcinomas de pulmoén de celulas no pequefias. «(14),

De un modo similar, y en apoyo de una naturaleza genética de la enfermedad, se
han descrito oncogenes que podrian conferir una susceptibilidad dominante en la
herencia del cancer de pulmén. El oncogen c-myc localizado en el brazo q del
cromosoma 8 se ha relacionado con el carcinoma pulmonar de células pequefias;

paralelamente, el gen k-Ras se asocia a adenocarcinomas. «17).

Por otra parte, la pérdida de heterozigosidad constituye un nuevo tipo de
mutacion en los tumores de pulmén. La pérdida de heterozigosidad parece
suceder como consecuencia de delecciones intersticiales, pérdida de cromosomas

0 acontecimientos de recombinacion mitotica aberrante. «(g),
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Sobre la base de tales conocimientos, Yokota J. y sus colaboradores hallan
pérdida de heterozigosidad en los cromosomas 3, 13 y 17 en carcinomas de

células pequefias y sobre el cromosoma 3 en adenocarcinomas pulmonares. g

También, se piensa que la pérdida de heterozigosidad puede tener su origen en
el enmascaramiento de genes supresores de tumores localizados en la region
afectada en el correspondiente homaologo. «o21). Un gen supresor de tumores
identificado como diana de mutaciones en diversos canceres es p53 (localizado
en el brazo p del cromosoma 17). «2). Se cree que es un gen implicado en la
proliferacion celular normal durante el desarrollo y que codifica para una
fosfoproteina nuclear con capacidad de unién al ADN que activa la transcripcion.
x2324). NO obstante, distintos grupos han encontrado suficientes casos de
carcinomas primarios de pulmoén que contienen mutaciones puntuales en p53

como para sospechar de su implicacion oncologica. (s 26).

A pesar del empefio demostrado para determinar la potencial utilidad clinica de
las mutaciones o de sus productos como indicadores de la enfermedad tumoral, el
problema continda sin solucién definitiva. Sin embargo, este campo representa
una gran promesa para el desarrollo de nuevos marcadores pronosticos de

utilidad para la determinacion del comportamiento de la enfermedad.

1.2.- TERAPEUTICA:

El tratamiento del cancer de pulmén continda siendo un importante desafio para

la Medicina, y aunque se dispone de una informacién cada vez mas amplia sobre
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la biologia tumoral, factores prondsticos, métodos diagnosticos, y a pesar de la
incorporacion de nuevos esquemas terapéuticos, no se ha conseguido disminuir

de manera ostensible su mortalidad.

Las medidas terapéuticas tradicionales incluyen cirugia, radiacion vy
quimioterapia. En la actualidad, otras técnicas estan en fase de experimentacion y

plantean prometedoras perspectivas. )

La principal estrategia para el tratamiento curativo del cancer de pulmén es la
excision del tumor mediante su reseccién quirdrgica. El tratamiento quirtrgico
puede implicar desde resecciones mas o menos limitadas hasta neumonectomias

completas en los casos de maxima complejidad. «(27.25 29

A veces, la cirugia curativa no es factible, sin embargo puede ser beneficiosa
para el alivio sintomatico de ciertas situaciones como la obstruccion, o puede
tener el objetivo de disminuir la masa tumoral para permitir una mejor respuesta
al tratamiento quimio- o radioterapéutico. Asi, en el 80% de los pacientes con
carcinoma pulmonar de células no pequefias (NSCLC) puede obtenerse un
control loco-regional mediante tratamiento quirdrgico seguido de terapia de
radiacion. Las indicaciones para una terapia de radiacién post-operativa incluyen
margenes comprometidos y/o ganglios mediastinicos positivos. «sp. Del mismo
modo, la administracion de quimioterapia adyuvante puede reducir el porcentaje
de metéstasis distantes y prolongar la supervivencia en pacientes con NSCLC de
estadiaje 11 quirdrgicamente resectado. «33). Por el contrario, el papel de la cirugia
en el carcinoma pulmonar de células pequefias (SCLC) es controvertido, y

diferentes estudios han reportado su aplicacion como terapia Unica, junto a radio-
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0 quimioterapia como tratamientos adyuvantes, o seguida de un tratamiento

quimioterapéutico pre-operativo. «sy).

En numerosas ocasiones, las radiaciones ionizantes, electromagnéticas o por
particulas, constituyen una importante medida terapéutica a considerar. Asi, la
propiedad de la radiacién de respetar hasta cierto punto los tejidos normales,
permite el tratamiento de los tumores médicamente no operables debido a su
localizacion proxima a 6rganos vitales o porque el tumor halla empezado a
infiltrar estructuras adyacentes que no pueden ser sacrificadas. Sin embargo, la
sensibilidad de los tumores a las radiaciones es muy variable, y se emplea con
frecuencia como tratamiento paliativo 0 como coadyuvante a la cirugia en el pre-
0 postoperatorio. «33). De esta forma, el estado avanzado inoperable del NSCLC
es usualmente tratado con radioterapia. Aunque, una minoria de tales pacientes
puede lograr una supervivencia prolongada con métodos terapeuticos agresivos,
la mayoria de casos con factores prondsticos adversos no obtiene un tratamiento
curativo. Para estos casos, la paliacion de los sintomas es el mayor proposito del

tratamiento radioterapéutico. (4 3s).

De forma paralela, y sin quitar protagonismo a las técnicas previamente
definidas, la quimioterapia aplicada de modo principal o junto a la cirugia y
radiacion en la denominada terapia combinada, es otro de los procedimientos de
los que afortunadamente dispone la Medicina para el tratamiento de tumores.
~(36,37). EXiste multitud de farmacos anticancerosos empleados en quimioterapia
caracterizados generalmente por su actuacion interfiriendo la sintesis de ADN. De
este modo, resulta ldgico pensar que las células en division seran las mas

sensibles a la quimioterapia. Ademas, tal hecho nos ayuda a comprender por qué

10
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este tipo de tratamiento en el SCLC es parcialmente efectivo, en contraposicién a

su efecto en el NSCLC en donde su caracter es solo paliativo. «sg).

Sin embargo, y a pesar de la elevada sensibilidad de ciertos tumores a la
quimioterapia, su fracaso ocasional es una realidad que se debe mayoritariamente
a dos dificultades: a) La resistencia cruzada a maltiples drogas no relacionadas
funcional ni estructuralmente; b) La toxicidad de los farmacos empleados. «sg).
No obstante, las técnicas que evitan o controlan tales problemas se han ido
perfeccionando, y hoy en dia los protocolos quimioterapéuticos utilizan varios
farmacos, cada uno de los cuales es efectivo de forma aislada. «g4142). Asi, se
combinan drogas a dosis Gptimas y con diferentes mecanismos de accién para

evitar la aparicion de resistencias cruzadas y reacciones tOXicas. «(z,43,44,45)

No obstante, y a pesar del reconocimiento de la cirugia, radiacion y
quimioterapia como efectivos tratamientos oncologicos, en la actualidad nuevas
investigaciones se siguen llevando a cabo con el fin de concretar cual es el
programa terapéutico mas adecuado para cada tipo y estadiaje de neoplasia
pulmonar.

Asimismo, en los ultimos afios, se estudia la aplicacion de nuevas estrategias,
algunas de ellas prometedoras, en el tratamiento del cancer de pulmon. Sin duda,
la inmunoterapia y modulacion de la respuesta bioldgica son algunos de los

proyectos mas ambiciosos.

11
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1.3.-FACTORES PRONOSTICOS:

El tanteo de variables con interés prondstico, y su aprobacion final, es un
proceso largo y laborioso. Ademas, su estudio en el cancer de pulmoén se ha
vuelto cada vez mas complejo, pues conforme crece el nimero de tales factores
prondsticos también se ha vuelto més dificil precisar su importancia relativa y su
exactitud prondstica. Los problemas previstos en este terreno de expansion rapida
son los resultados antagonicos publicados por investigadores respetados y la falta
de estandarizacion en las metodologias aplicadas. Sin embargo, y a pesar de todo,
en la actualidad disponemos de parametros clinicos, histopatologicos vy
moleculares que han sido ampliamente validados, y de otros que ofrecen solidas

expectativas.

Numerosos signos clinicos estimados en el momento del diagnostico de
pacientes con carcinoma pulmonar son examinados con el fin de ampliar la
informacién que nos guie hacia un pronostico acertado. Asi, edad, sexo,
variaciones de peso, determinados sintomas (tos, hemoptisis, disnea, dolor de
pecho, ronquera, sibilancias) y calidad de vida entre otros, han sido investigados

como posibles cooperantes prondsticos, aunque con resultados no siempre

NOMOQYENEOS. (28 30,46,47,48.49,50,51).

Sin embargo, los datos referentes al tamafio del tumor (T) y su extension
ganglionar (N) son sin duda los indicadores anatomicos de mas confianza

estimados para evaluar el prondstico en los sujetos con neoplasias pulmonares.

*(47,49,51,52,53,54,55,56)-

12
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En el carcinoma pulmonar de células no pequefias (NSCLC) ambos elementos
de estadificacion han sido demostrados como eficaces indicadores en la
evolucion de la enfermedad. La estimacion de un estado T avanzado junto a la
presencia de mdltiples ganglios linfaticos positivos sirve para identificar

pacientes con alto riesgo de recidivas y pobres perspectivas de supervivencia.

*(30,57).

Por otra parte, el tercer aspecto considerado en la estadificacion del cancer de
pulmon (M o numero de metastasis a distancia) solo constituye un importante
factor pronostico para la supervivencia a corto plazo en pacientes con NSCLC de

estadiaje V. xsg)

La informacidn histopatolégica extraida de los pacientes con cancer pulmonar,
también ha sido valorada en maltiples ocasiones, y los resultados revelan que
algunas variables constituyen factores predictivos en la evolucion de la patologia
tumoral. El tipo histoldgico, asi como el grado de diferenciacion neoplasico, son

importantes indices a tener en cuenta en la emision de informes médicos.

*(28,49,51,53).

Por dltimo, un estudio molecular empleando reconocidos marcadores puede
resultar de gran ayuda para predecir el pronéstico de pacientes con cancer
pulmonar e instituir un programa terapéutico apropiado. Generalmente, se trata
de marcadores que actuan en la base de determinados mecanismos neoplasicos, y
su estimacion a través de la aplicacion de técnicas inmunohistoquimicas y de

biologia molecular ha creado nuevas perspectivas en el campo de la oncologia.
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Asi, son multiples las proteinas antigénicas que actlan en diversos aspectos

relacionados con la génesis y expansion de un tumor. Son entre otras: Proteinas

que intervienen en el control del crecimiento y diferenciacion celular {Receptor
del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR), erb-b2, c-erbBl, K-Ras};
Proteinas de apoptosis {p53, bcl-2, c-myc}; Proteinas implicadas en la regulacion
del ciclo celular {ki-67, Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular (PCNA)};
Proteinas angiogénicas {Factor VIII} y Proteinas relacionadas con procesos de

metastasis {CD44, MRP-1/CD9, KA11/CD82}. «(16,17,5359.60,61,62). Algunos de tales

antigenos (ej.: p53, k-Ras, bcl-2, ..) son determinados como marcadores
plenamente consolidados y deben ser descritos en los informes especificos de
tumores pulmonares. Asi, los carcinomas broncopulmonares de células
escamosas muestran una elevada frecuencia de mutaciones en p53, alteraciones
k-Ras son principalmente vistas en adenocarcinomas y el gen bcl-2 es
intensamente expresado en el 90% de los carcinomas pulmonares de células
pequefias y carcinomas neuroendocrinos de células grandes. g3 NoO obstante,
otros indices estdn aun en fase de experimentacion, pero su estimacion como
parte del protocolo de investigacion ante el diagnostico de neoplasias en pulmon

es de interés para su aprobacion o anulacion final como indicadores prondésticos.

1.4.-PERSPECTIVAS:

La tendencia actual en la biologia celular es el estudio tanto estructural como

funcional de moléculas especificas que estén de alguna manera implicadas en la

14



INTRODUCCION

actitud celular optada ante determinadas situaciones anomalas. Asi, la patologia
celular podria constituir un estado de estrés en el que determinadas proteinas son
sospechosas en las tareas de respuesta celular. Concretamente, muchos
acaecimientos neoplasicos podrian manifestar la expresion de tales proteinas
distinguidas en experimentos de induccion de tolerancia celular ante situaciones

que en principio se consideran letales.

En este sentido, las “Proteinas de Choque Térmico” (HSP’s), también conocidas
como “Proteinas de Respuesta a Estrés” (Srp’s), constituyen un amplio conjunto
proteico que se localiza en practicamente todas las ceélulas vivas desde
procariotas hasta eucariotas. Al mismo tiempo, sus secuencias de aminoacidos
estan altamente conservadas a lo largo de la evolucién, existiendo una estrecha

similitud entre HSP’s de bacterias y humanos. «a,s)

Desde los inicios, se ha considerado que las HSP’s estan presentes de forma
constitucional en celulas normales, donde desempefian importantes papeles en el
metabolismo celular. Sin embargo, se postula que su sintesis se puede ver
incrementada ante una gran variedad de condiciones de estrés medioambientales

y fisiopatologicas e 67,63)-

Asi, resulta importante el concepto de “acompafiante molecular” (molecular
chaperon) empleado para referirse a las HSP’s. Bajo condiciones fisiologicas
normales, las proteinas de estrés son expresadas al menos a niveles basales. En
tales circunstancias, las HSP’s parecen ser esenciales para la viabilidad celular
debido a su papel en procesos esenciales, como plegamiento y ensamblaje de las
proteinas nuevamente sintetizadas, translocacion proteica a través de las

membranas celulares y/o degradacion. Sin embargo, ante una determinada
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situacion celular de estrés, las proteinas intracelulares preexistentes pueden sufrir
desnaturalizacion e inactivacion. Es en este momento, cuando las HSP’s
aumentan dramaticamente su expresion y sintesis para reconocer tales proteinas
desnaturalizadas (proteotoxinas) y tras unirse a ellas, conducirlas hacia la
adquisicion de una nueva estructura terciaria, oligomerizacion, translocacion a
distintos compartimentos intracelulares, o degradacién lisosémica y secrecion de
los productos proteicos afectados. De este modo, se ha llegado a considerar a las
proteinas de choque térmico como analogos de las enzimas reparadoras del ADN,

jugando un papel similar en proteinas. =gg70,71,72,73,74.75).

Los datos han sido corroborados en diversas ocasiones. La demostracion en
células HelLa sujetas a estrés metabdlico de complejos estables entre HSP’s y
proteinas tanto nuevamente sintetizadas como maduras, constituye uno mas de
entre los maltiples estudios que confirman la actividad de las proteinas de estrés

como acompanantes moleculares. «zg).

El estimulo capaz de provocar aumentos en la expresion de HSP's que primero
fue descrito, y que ademas dio nombre a tales proteinas, fue la exposicion celular
a incrementos en su temperatura normal. Asi, la respuesta de choque térmico
quedd descrita hace casi 40 afios (1962), cuando Ritossa F.M. observd en las
glandulas salivales de Drosophila que una temperatura de 25-30°C inducia la
expresion de determinados genes hasta entonces desconocidos. «z7). LOS
productos de este fendmeno fueron entonces identificados como un grupo de
proteinas a las que se les nombro Proteinas de Choque Térmico, y lo que empezo
como un curioso patron de expresion dependiente de la temperatura en
Drosophila, fue subsiguientemente descrito en todos los organismos desde

procariotas hasta humanos. «g 79 80).
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Sin duda, la hipertermia se ha caracterizado por ser el inductor de proteinas de
estrés mejor ilustrado a lo largo de los afios. No obstante, ha resultado igual de
transcendente la divulgacion bibliografica de otros muchos estimulos
medioambientales capaces de generar del mismo modo una respuesta de estrés.
Asi, metales pesados, arsenito sodico, agentes sulfhidrilo, alcoholes, oxidantes,
algunas drogas quimioterapéuticas y un largo etcétera, constituyen algunos de los

maultiples estimulos implicados en acentuar la expresion de determinadas

proteinas de estrés. «s1,s2,83,84,85,86,87,88,89,90). (FIGURA 1).

No obstante, en otras situaciones es posible ver también incrementada la
expresion de HSP’s. Se trata de aquellos estados de estrés generados como
respuesta a determinados estimulos fisiologicos y/o patoldgicos. De entre tales
desencadenantes se ha descrito igualmente una larga lista de candidatos, como
son: exposicion a algunas hormonas, determinadas fases del ciclo celular, ciertas

infecciones virales y microbianas, situaciones de isquemia, estados de anoxia e

hiperoxia, etC. «(91,92,93,94,95,96,97,98.99,100,101). (FIGURA 1).
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Algunos estimulos que inducen la sintesis de HSP’s.

No obstante, poco se sabe aln a cerca de los mecanismos que conducen a una
célula a incrementar sus niveles en HSP’s ante determinados agentes y
situaciones estresantes. En general, los inductores de proteinas de estrés son muy
diversos y en principio, pareceria logico pensar que cualquier agente que
contribuya a la generacion de un perjuicio celular a través de mecanismos de
desnaturalizacion proteica, podria ser considerado como un estimulo inductor de

la sintesis de HSP’s. «(10y).

Muchos estimulos (perdxido de hidrégeno, etanol, anoxia, etc.) tienen en comun
su mecanismo de induccion de dafio celular, mediante la perturbacion del
metabolismo oxidativo y el consecuente incremento en la produccion de
radicales libres de oxigeno, capaces de deteriorar numerosos componentes
celulares. Pues bien, tal propiedad compartida entre muchos de los diversos

inductores de proteinas de estrés considerados ha llevado a veces a admitir la via
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de estrés oxidativo como el desencadenante implicado en la induccion de la

sintesis de HSP’s. x(90,103,104,105).

Sin embargo, y del mismo modo, resulta igual de convincente sugerir que
estimulos tan dispares como pueden ser el arsenito sodico y la hipertermia deben
emplear diferentes mecanismos en la induccién de proteinas de estrés. La
administracion experimental de arsenito no provoca variaciones térmicas in vivo,
lo cual lleva a elucidar que el arsenito sodico debe utilizar distintos

procedimientos de induccion de HSP's a los que emplea el choque térmico. «(106)

De cualquier modo, es generalmente reconocido que la funcion de las proteinas
de choque térmico no es otra que proteger a las células contra el subsiguiente
estrés 0 aumentar la “habilidad” celular para recuperarse de los efectos toxicos
del mismo. Y en general, parece bastante asumido que las proteinas de estrés
medien tal fenédmeno de citoproteccion y/o reparacion celular a través de sus

propiedades como acompafiantes moleculares. «107 10s)

El efecto protector de las HSP’s ha sido descrito frente a diferentes tipos de
estres, pero sin duda la primera funcidn investigada para las mismas fue su
participacion en el fenédmeno de Termotolerancia demostrado en numerosos
sistemas incluyendo plantas, insectos, vertebrados y mamiferos. «09110111,112,113).
Asi, es comunmente aceptado que las células de todos los organismos responden
a un pretratamiento de choque térmico no letal seguido de un periodo de
recuperacion activando un grupo especifico de genes que codifican para HSP’s.
El fendmeno resulta en la supervivencia celular tras un subsiguiente y de otro

modo tratamiento de choque termico letal. «114,115116,117,118)
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Numerosos experimentos reivindican rotundamente la participacion de las
proteinas de estrés en el fendbmeno de termotolerancia. Hendrey J. y Kola 1.
mostraron que oocitos no fertilizados de ratdn no eran capaces de sintetizar
HSP’s, siendo sensibles a 1 hora de incubacién a 42°C. Sin embargo, si el ARNm
de una determinada HSP era inyectado en tales células, se confirmaba un

significativo aumento en su capacidad de tolerar elevadas temperaturas. 1),

El hecho de que diversas proteinas de estrés sean un componente critico en la
termotolerancia ha sido demostrado en valiosos estudios en los que la inyeccién
intracelular de anticuerpos anti-HSP’s incrementd la susceptibilidad al choque
térmico y células que sobrexpresan HSP’s por métodos de transferencia genética

son resistentes a la misma hipertermia letal. x(114,120).

Mediante experimentos in vitro, ha quedado demostrada la existencia de
termosensibilidad en células eucariotas superiores, ante la inhibicién de la
expresion genetica responsable de la sintesis de proteinas de choque térmico.
Dicho de otro modo, el fenotipo termotolerante puede quedar reducido por

blogueo de la sintesis de HSP’s a nivel de la transcripcion genética. «11).

Asimismo, el posible papel de las proteinas de estrés en la adquisicién de
termotolerancia fue sostenido por la incapacidad de un analogo del aminoacido
prolina (azetidina), inductor de proteinas de estrés no funcionales, para
transformar a las células en tolerantes. «i15 LOs mismos efectos se han
observado al inhibir la sintesis de proteinas de estrés con algunos agentes como

la droga ciclohexamida. «(12).
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Sin embargo, la participacion de las proteinas de choque térmico en la
obtencion de termotoleracia ha sido cuestionada por similares procedimientos de
estudio, que contrariamente han descrito la manifestacion del fenémeno en
presencia de ciertos agentes que inhiben la sintesis proteica «123124). Mientras,
otros autores postulan que aunque se demuestra un incremento en la resistencia
térmica en células que expresan determinadas HSP’s, tal expresién no es

suficiente para el maximo desarrollo de termotolerancia. «2s).

A veces, las cinéticas de desarrollo y decaimiento de la termotolerancia difieren
de las cinéticas de algunas proteinas de choque térmico. «126) Landry J. junto a
su correspondiente equipo observan en células de hamster chino que la
termotolerancia alcanza un maximo a las 5 horas tras su induccion, momento en
el que el contenido en HSP’s estaba solamente alrededor de la mitad de su
maximo valor. Ademas, la cantidad de HSP’s alcanzd su maximo a las 14 horas,

cuando la termotolerancia estaba decayendo. (7).

Pese a manifiestos de este tipo, se asume que tras choque térmico, las HSP’s se
expresan siguiendo un patron caracteristico de induccion y represion, que
depende del tipo de célula, de su estado de desarrollo-diferenciacion, de los
niveles preexistentes en la célula de proteinas de choque térmico previamente al
estrés y de la intensidad, severidad y duracion del estimulo. «15 Quizas, sea en
tales variantes donde radican las escasas aunque existentes discrepancias halladas
en cuanto a la implicacion de las proteinas de choque térmico en el fenémeno de

termotolerancia.

A pesar de las dificultades encontradas, las investigaciones han ido aun mas

lejos. Diversos estudios demuestran que la induccién térmica de HSP’s protege
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ademés frente a diversos agentes citotoxicos no térmicos como pueden ser
radiaciones ultravioletas, isquemia, estrés oxidativo, endotoxinas, factores de
necrosis tumoral, etc. Es lo que se ha llamado Tolerancia Cruzada y multiples

trabajos prueban la participacion de las proteinas de estrés en tal sistema.

*(128,129,130,131,132,133,134,135,136,137,138,139,140,141,142,143,144).

De este modo, Ryan A.J. y sus colaboradores sometieron a un grupo de ratas a
estrés térmico durante 24 horas antes de administrarles una inyeccion letal de
lipopolisacarido bacteriano. Todos los animales sobrevivieron, en contraste a la
administracion de la endotoxina en ratas no tratadas previamente con calor, las

cuales mostraron un elevado indice de mortalidad. «(14s).

Poco después, Villar J. y su equipo demostraron el mismo efecto citoprotector
para las HSP’s inducidas térmicamente en un modelo de dafio pulmonar agudo
causado en ratas por la administracion intratraqueal o inyeccién sistémica de la

endotoxina fosfolipasa A; «(146 147

Tan solo en contadas ocasiones, y en desacorde a tales pesquisas, se ha sugerido
que cada tipo de estrés induce tolerancia exclusivamente a si mismo. Strand C. y
Waddell TK. junto a sus correspondientes equipos, no encontraron evidencias de
que el choque térmico indujera tolerancia hacia el estrés mediado por situaciones
de hiperoxia o isquemia. =914 Sin embargo, la escasez de testimonios que
justifiguen la inexistencia de un cruce de tolerancias ha puesto fin a

publicaciones de este tipo.

Resultan innumerables los articulos bibliograficos dedicados a profundizar en la

esencia de las proteinas de estrés y los fendmenos relacionados con ellas. Los
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resultados son concluyentes y convergen en una sencilla afirmacion: A nivel
celular, la naturaleza ha creado un sistema que es capaz de que la célula y todos
los organismos toleren situaciones de estrés que de otro modo podrian ser letales.
Este mecanismo de defensa puede ser iniciado por una amplia variedad de
estimulos tanto de tipo medioambiental como fisiopatologico. Y en términos
generales, tal fendmeno se caracteriza en todos los organismos por la rapida y
exclusiva sintesis de un pequefio grupo de proteinas intracelulares conocidas

como Proteinas de Choque Térmico.

1.5-HIPOTESIS DE TRABAJO:

Resulta légica la impaciente busqueda de beneficios extraidos de las proteinas
de choque térmico. Los intereses actuales se enfocan a acabar con todo tipo de
cuestiones que quedan por ser respondidas a cerca de las funciones
citoprotectoras que las citadas proteinas se cree que ejercen frente a diversas
formas de perturbacion celular. Sin embargo, su estudio en la patologia como una
situacion de estrés ha despertado gran interés entre los investigadores y ha

llevado a que trabajos de este tipo sean recientemente una prioridad.

Ciertamente, la respuesta de estrés es un mecanismo de defensa celular
altamente conservado, definido por una rapida y especifica expresion de
proteinas de choque térmico que median la invulnerabilidad frente a diversas
situaciones nocivas. Pues bien, se estima que si verdaderamente las HSP’s
constituyen tal mecanismo de proteccion, su aumentada expresion en

determinadas formas de dafio tisular como reflejo de una patologia celular puede
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tener un significado potencial, que de hecho ha servido para dar empuje a su

estudio en diversas enfermedades humanas. g 113,149).

Sin embargo, desde que las proteinas de choque térmico han sido contempladas
a elevados niveles en tejidos tumorales en comparacion con los normales,
numerosas investigaciones han dirigido sus esfuerzos a explorar su valor en
trastornos de tipo oncologico. Y es que, muchas caracteristicas de tales proteinas

en cuanto a su funcién, expresion y regulacion sugieren un papel en cancer.

*(150,151).

La implicacion de las proteinas que nos ocupa en procesos neoplasicos ha
Ilegado hasta el punto de que el grado de expresion de diferentes HSP’s junto con
el analisis de factores de valor prondstico habitualmente estimados, puede ser
significativo en los informes médicos emitidos a cerca de diversos procesos de
carcinogénesis propios de tejidos como pulmén, mama, higado, préstata, etc.
*(152,153,154,155.156). A veces, incluso se ha sugerido que la expresion de ciertas
proteinas de choque térmico puede ser un marcador prondstico independiente en

algunos tipos de tumores. «(157,1sg).

Apoyando tales suposiciones previas, nos hemos interesado por aquellos
desordenes que implican al pulmon, 6rgano considerado centro de atencion en
nuestro trabajo. De este modo, advertimos que son mdltiples los modelos de
induccion de proteinas de estrés los que median mecanismos de defensa y/o
recuperacion en células, estructuras y tejidos pulmonares. (33 159,160,161,162,163). ES
por referencias como estas por las que se sospecha que posiblemente las
proteinas de estrés confieran proteccion en distintos modelos de perjuicio

pulmonar. No obstante, y a pesar de la aparente importancia potencial de las
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HSP’s en desdrdenes pulmonares, poco se sabe a cerca de su abundancia,

distribucion y expresion tanto en pulmén humano normal como neoplasico.

Por todo ello, tales hechos son los que han motivado este estudio, bajo la
hipotesis de que el cancer de pulmén se ve afectado por fendmenos de
sobrexpresion de algunas proteinas de estrés en comparacion con el tejido
pulmonar normal y que dichos cambios en los patrones de expresion guardan

relacién con distintos factores prondsticos considerados en este tipo de tumores.

Clasicamente, un elevado nimero de proteinas de masas moleculares entre
aproximadamente 8 y 110 kD ha sido calificado como proteinas de choque
termico 0 HSP’s. ~go113). Tal grupo incluye diversas proteinas entre las que se
encuentran algunos populares miembros como son la ubiquitina y la hemo-
oxigenasa. =e4,165. SiN embargo, basicamente las proteinas de choque térmico se
reparten en base a sus masas moleculares y homologia de secuencias en: a)
HSP’s de alto peso molecular (Ej.: HSP 100, 90, 70 6 60); b) HSP’s de bajo peso
molecular (Ej.: HSP 27 y HSP 25). «9166).

Dada la extensa variedad de HSP’s reconocidas hasta el momento y con la
intencion de simplificar y acotar nuestro estudio, el trabajo se centrara en dos
familias concretas: HSP 70 y HSP 27. Cada una, con sus caracteristicas propias
y exclusivas, ademas de las cualidades conjuntas a cualquier proteina de estrés,
sera analizada en el conjunto de las muestras pulmonares normales y neoplasicas

consideradas para completar nuestra investigacion.
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1.6.-OBJETIVOS:

La presencia de antigenos consolidados como marcadores asociados a tumores,
que ademas se pueden definir por anticuerpos monoclonales, es sin lugar a dudas
uno de los principales avances en la inmunologia tumoral y su aplicacion

prondstica ha sido ampliamente difundida.

Existe gran cantidad de antigenos dentro del amplio rango de proteinas de
choque térmico que podrian tener utilidad en el pronostico de distintos tipos
tumorales. Su investigacion es relativamente reciente con respecto a la de otros
marcadores neoplasicos firmemente reconocidos, pero no por ello menos

importante.

Nuestras expectativas estan dispuestas en 2 HSP’s concretas (HSP70 y HSP
27), que junto con la elevada incidencia del cancer de pulmoén y la mortalidad a
la que da lugar es lo que nos ha motivado a poner en marcha este trabajo,

fijandonos como objetivos:

¢+ Determinar las expresiones de las proteinas de choque térmico HSP 70

y HSP 27 en el tejido broncopulmonar normal.

+ Estudiar las expresiones de las proteinas de choque térmico HSP 70 y

HSP 27 en el tejido broncopulmonar neoplasico.
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+ Establecimiento, si lo hubiera, de relacidn entre la expresion de las
proteinas de estrés consideradas y parametros histoanatomopatologicos

de intereés pronostico en la evolucion del cancer de pulmon.
¢+ Establecimiento, si lo hubiera, de relacion entre la expresion de las

proteinas de estrés consideradas y la supervivencia de los pacientes

diagnosticados con cancer de pulmon.
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11.-MATERIAL Y METODOS

2.1.-OBTENCION DEL MATERIAL:

El presente trabajo fue llevado a cabo empleando muestras de tejido pulmonar
humano, procedente de resecciones quirargicas, pertenecientes a un total de 90
casos. 74 de los pacientes incluidos en nuestro estudio eran hombres y 16

mujeres.

Las resecciones fueron aplicadas en diferentes areas broncopulmonares
coincidiendo con la localizacion del tumor. Asi, 26 muestras fueron extraidas del
I6bulo superior del pulmén derecho, 24 de la misma region en el pulmén
izquierdo, 6 del 16bulo medio derecho, 9 del I6bulo inferior también derecho y 11
del I6bulo inferior izquierdo. Ademas, 6 resecciones se aplicaron a nivel del
bronquio izquierdo y 3 en el derecho. En 5 casos no se obtuvo referencias de los

datos que nos informaran a cerca de la localizacion del tumor.
El material se recibi6 en fresco en el Laboratorio de Anatomia Patoldgica para

ser inmediatamente tallado en pequefias piezas (de aproximadamente 2x1x0’5

centimetros) que facilitara su manejo posterior.
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2.2.-F1JACION:
Seguidamente se procedié a la fijacion del tejido. Para ello las muestras se
dividieron en 2 partes cada una aplicandoles métodos de fijacion distintos:

(@) Muestras fijadas en Liquido de Carnoy (6 partes de etanol absoluto, 3 de

cloroformo y 1 de &cido acético) durante dos horas.

(b) Muestras fijadas en formaldehido al 10% durante aproximadamente 24
horas.

2.3.-PROCESAMIENTO BASICO:

El proceso de inclusién fue el siguiente paso tras la fijacion. La inclusién se
realizd a mano mediante deshidratacion de las biopsias en sucesivos alcoholes de
grado creciente y posterior aclaramiento en Ultraclear (un agente aclarante
basado en una iso-parafina usada como sustitutivo del Xileno en los procesos de
inclusion, desparafinado y montaje) (J. T. Baker, Mallinckrodt Services B. V.,
Rijsterborgherweg 20, P. O. Box 1,7400 AA Deventer, Holland) para finalmente

embeber los tejidos en parafina.

Seguidamente se obtuvieron cortes de 3 a 4 micras de espesor sobre portas de

poli-L-lisina dejandolos secar en estufa a 37°C durante 24 horas.
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Previamente al inicio de la inmunotincion se desparafinaron los cortes
sumergiéndolos en sucesivos bafios del agente aclarante Ultraclear (3 pasos),

alcohol etilico absoluto 9979° (2 pasos) y alcohol 96° (2 pasos) hasta agua.

Se realizaron ademas, técnicas rutinarias de tincion con Hematoxilina y Eosina
para el estudio de las caracteristicas histologicas de los tejidos, empleando para
ello los cortes fijados en formol de cada caso y con el fin de realizar el
diagndstico de la pieza y a los efectos del presente trabajo, de determinar el tipo
histologico del tumor y su grado, asi como el estadiaje anatomopatoldgico. El
diagnostico fue realizado por examinacion de las muestras bajo microscopio

optico, clasificando los tumores de acuerdo con criterios bien definidos.

2.4.-DEMOSTRACION DE ANTIGENOS TUMORALES:

Para este estudio se utilizaron dos anticuerpos, ambos monoclonales y dirigidos

hacia la deteccion de dos proteinas de diferente peso molecular. Estos son:

1. Anticuerpo monoclonal para la demostracién de la proteina de choque
térmico de 70kD (HSP 70): (Laboratorios BioGenex 4600 Norris Canyon
Road. San Ramon, CA 94583).

Sus caracteristicas son:

-Anticuerpo monoclonal de raton.
-Inmunoglobulina IgG1.
-Clon BRM-22.
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-Presentacion en forma prediluida.
-Especificidad: HSP 73kD/constitutiva y HSP 72kD/inducible.

-Patrdn de distribucion citoplasmico y/o nuclear.

. Anticuerpo _monoclonal para la demostracién de la proteina de chogque
térmico de 27kD (HSP 27): (Laboratorios BioGenex 4600 Norris Canyon
Road. San Ramon, CA 94583).

Sus caracteristicas son:

-Anticuerpo monoclonal de raton.

-Inmunoglobulina IgG1.
-Clon G3.1.
-Presentacion en forma prediluida.
-Especificidad: HSP 27 (24-27kD).

-Patrén de distribucion citoplasmico.

Todos los datos referentes a los anticuerpos empleados quedan resumidos en la

tabla I.
TABLA I
MoAb | ESPECIFICIDAD | CLON Ig P. DISTRIBUCION LABORATORIO
HSP70 HSP 73/HSP 72kD | BRM-22 |I1gGl | Nuclear y/o Citoplasmico | BioGenex
HSP27 HSP 27 (24-27 kD) |G3.1 IgG1 | Citoplasmico BioGenex

MoAb: Anticuerpo monoclonal. 1g: Inmunoglobulina. P. Distribucién: Patrén de Distribucion.
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El andlisis inmunohistoquimico de tincidn para la demostracion de los antigenos
se llevd a cabo por la TECNICA STREPTAVIDINA-FOSFATASA
ALCALINA, un método indirecto en tres pasos.

Para la aplicacion de esta técnica se utilizé un SISTEMA SUPERSENSITIVO
DE DETECCION (Laboratorios BioGenex, 4600 Norris Canyon Road. San
Ramon, CA 94583).

La Técnica Streptavidina-Fosfatasa Alcalina queda definida en los siguientes

pasos:

1. Desparafinacion por inmersidn sucesiva de los cortes en bafios de agente aclarante y
alcoholes de grado decreciente, como ya quedo6 descrito en el apartado anterior de

“procesamiento basico”.

2. Hidratacién en agua corriente.

3. Lavado en tampdn PBS (Buffer Fosfato Salino) (Laboratorios Sigma Diagnostics.
P. O. Pox 14508, ST. Louis, MO 63178 USA.).

4. Incubacion con el anticuerpo monoclonal primario, durante una hora.

5. Lavado en tamp6n PBS.

6. Incubacién con un suero secundario anti-ratén IgG biotinado, durante 30 minutos.
7. Lavado en tampdn PBS.

8. Incubacion con el complejo Streptavidina-Fosfatasa Alcalina durante media hora.

32



MATERIAL Y METODOS

9. Revelado empleando Fast Red como cromdgeno en sustrato naftol, bajo control

microscopico y procediendo a detener la reaccion en agua bidestilada en el

momento en que el marcaje se considerd 6ptimo con la minima tincién de fondo.

10. Ligera tincion nuclear de contraste con hematoxilina de Carazzi.

11. Montaje de los cortes en medio acuoso.

Todas las incubaciones realizadas en la técnica fueron llevadas a cabo en

camara himeda y a temperatura ambiente.

Previamente a la incubacion con el anticuerpo primario y con el fin de

restablecer la antigenicidad que pudo quedar oculta en el proceso de fijacion de

las muestras, los cortes fueron sometidos a pretratamiento con microondas en

buffer citrato a pH 6.0, 1M, durante tres pasos de 3 minutos cada uno.

Los datos mas relevantes de la técnica empleada quedan resumidos en la tabla

TABLAII:

PASOS CARACTERISTICAS TIEMPOS
Pretratamiento MO 3 pasos/3 minutos
MoAb HSP 70/HSP 27 60 minutos
Ac.2° Anti-raton 1gG biotinado 30 minutos
Ac.3° Complejo Streptavidina-Fosfatasa Alcalina 30 minutos
Revelador Cromogeno Fast-Red en sustrato naftol Control microscépico

MoAb: Anticuerpo monoclonal. Ac2°: Anticuerpo secundario. Ac3°: Anticuerpo terciario. MO: Microondas.
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2.5-CARACTERISTICAS DE LOS ANTICUERPOS EMPLEADOS:

2.5.1.-ANTICUERPO PARA LA DEMOSTRACION DE HSP 27:

El antigeno HSP 27 fue descrito inicialmente por Edwards DP. y su grupo a
principios de los afios 80. Se detectd en la linea celular MCF-7 de cancer mama
en humanos. En un principio, fue reconocida como una proteina de 24 kD que
respondia a estrégenos, aungque seguidamente mediante técnicas de secuenciacion
quedd demostrada su identidad con una proteina de choque térmico humana

descrita en células HeLa y llamada HSP 27. «(167,168,169,170,171).

Diferentes estudios sobre HSP 27 la han correlacionado con la expresion del
receptor de estrégenos (RE). Si bien, los estudios mas tempranos en células
MCF-7 ya sugerian que el antigeno se expresa constitutivamente y su sintesis se

ve incrementada ante la exposicion hormonal. «167,16s,169).

Sin olvidar sus funciones citoprotectoras y como acompafiante molecular
comunes a otras HSP’s, es importante mencionar el papel exclusivo de HSP 27
en la organizacion del citoesqueleto. Tal actividad ha quedado demostrada al
conocer su accion reparadora sobre los filamentos de actina que componen el
propio citoesqueleto. Su localizacion intracelular coincidiendo con las zonas
donde mas polimerizacion y despolimerizacion de actina se exhibe, apoya la

participacion de la proteina de estrés modulando la polimerizacion de la misma.

*(172,173,174).
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Pero las investigaciones sobre HSP 27 han ido centrandose cada vez mas en las
implicaciones clinicas que esta proteina pudiera tener en tumores. Su evaluacion
como un posible factor prondstico para distintos procesos de carcinogénesis y en
la respuesta a terapias antitumorales, ha sido objeto de muchos estudios con
resultados en ocasiones contradictorios. «iszi71). Asi, la proteina HSP 27 se
intenta correlacionar a lo largo de la bibliografia con términos como
tumorigenicidad, prondstico, periodos libres de enfermedad, recidivas,
supervivencia, etc. Al mismo tiempo, y con relacion a su posible influencia en
tratamientos anticancerigenos, la expresion de HSP 27 ha sido vinculada a
fendmenos de resistencia-sensibilidad a ciertas drogas quimioterapéuticas como

la doxorrubicina. «7s 176)

Sin embargo, la trascendencia que la proteina de 27 kD pueda tener en los
numerosos procesos bioldgicos y patoldgicos en los que se le ha implicado, seria
incomprensible si no se profundizase previamente en sus caracteristicas

moleculares.

Asi, los genes y secuencias complementarias de ADN que codifican para la
proteina HSP 27 han sido estudiados. Se sabe que, la proteina de estrés es
codificada por al menos 3 genes estrechamente relacionados. Utilizando andlisis
de hibridacion en células somaticas, McGuire SE. y sus colaboradores han

mapeado estos genes humanos en los cromosomas 3, 9y X. «a77.17s).

Algunos datos se conocen en cuanto a la regulacion de los genes que codifican
para las HSP’s. Asi, se sospecha que tales genes contienen un motivo de ADN
regulador conocido como Elemento de Choque Térmico (HSE). La secuencia

HSE esta definida por 5 nucleétidos que forman bloques contiguos NnGAAN (n
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denota los nucle6tidos menos conservados) dispuestos en orientaciones
alternativas (nGAAn o nTTCn). El elemento funcional incluye al menos 3
blogues y a veces se le llama Caja Pelham, después de que fuera Hugh Pelham
quien descubriera primero esta unidad conservada. gcura 1) Tal elemento se
localiz6 en la zona upstream, por delante de la secuencia del gen que codifica
para la proteina de choque térmico en cuestion. Por otra parte, HSE es el sitio de
unién de Factores de Choque Térmico (HSF). Cuando HSE esta desocupado, los
genes son inactivos, y viceversa. Asi, se sugiere que los factores de transcripcion
HSF, pueden actuar como sensores capaces de reconocer diferentes formas de

eStl‘éS, y consecuentemente Unirse a HSE *(179,180,181,182,183,184,185). (FIGURA 2).

FIGURA 1:

5" NGAAN NGAAN NGAAN NTTCN 3

Representativo elemento de choque térmico consistente en 4 repeticiones en tandem de
unidades nGAAny nTTCn.
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FIGURA 2:

ESTIMULO

\@

G

HSE HSP 27 ESTRUCTURAL

REGULACION PROPUESTA PARA EL GEN HSP 27: Estimulo (fisiolégico, estrés, fisiopatoldgico); HSF (Heat
Shock Factor); HSE (Heat Shock Element).

Se ha propuesto que bajo condiciones de reposo, HSF estd presente como un
gran pool citosélico de mondmeros inactivos. En respuesta a un estimulo
causante de estrés HSF trimeriza, y se transloca al nucleo para unirse a la
secuencia correspondiente de ADN en la region promotora del gen HSP. La
ultima consecuencia sera la produccion de un rapido y alto nivel de transcripcion

correspondiente a la proteina de choque térmico. (s,

Sin embargo, poco conocidos son los mecanismos por los cuales las células
“sienten” el estrés y subsiguientemente activan los factores HSF. Como todos los
inductores de estrés conocidos pueden causar dafio celular, es generalmente
asumido que la acumulacion citoplasmica de proteinas desnaturalizadas o

plegadas de modo irregular, puede ser una sefial para iniciar la respuesta al estrés.

*(102,113).

37



MATERIAL Y METODOS

Por otra parte y en cuanto a lo que se refiere a la localizacion intracelular de
HSP 27, esta ha sido estudiada por fraccionamiento celular, asi como por
técnicas de microscopia Optica y electronica. Los resultados de estos estudios
indican que la localizacion intracelular de la proteina HSP 27 varia de acuerdo
con el estado fisioldgico de las células, y el tipo e intensidad del estrés al que

puedan estar sometidas. *(187,188,189,190,191).

Asi, HSP 27 se halla predominantemente en la fraccion celular soluble formada
bajo crecimiento controlado en presencia de detergentes no ionicos. Sin embargo,
tras tratamiento de choque térmico, la proteina se localiza mayormente en la
fraccidn insoluble. Mientras, otros agentes de estrés también inductores de HSP
27 como el arsenito sddico, distribuyen la proteina en ambas fracciones, soluble e
insoluble. La razén de la aparicion de HSP’s de bajo peso molecular en
fracciones solubles o insolubles dependiendo del tratamiento, parece ser la
agregacion de las proteinas en grandes complejos por encima de 700kD de

tamario, los cuales son insolubles en presencia de detergentes. «1g7)

A escala microscopica, las células no sometidas a estrés presentan HSP 27
predominantemente en la region perinuclear, cerca del Complejo de Golgi. Pero,
tras choque térmico, la proteina se localiza mayormente en el nucleo. sy Sin
embargo, el arsenito sodico genera una respuesta diferente, y no estimula la

entrada de HSP 27 al nlcleo. «(1gg).

Asimismo, se ha estudiado la localizacion de HSP 27 en células MCF-7 de
cancer de mama humano, de modo que la proteina ha sido hallada con una
definida polaridad y a modo de granulos en el citoplasma apical de las células

analizadas. ~g9). Esta localizacion apical también ha sido observada en células
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del epitelio superficial del endometrio humano durante especificos dias del ciclo
menstrual. ~g0). En las células de Leydig del testiculo de rata, HSP 27 ha sido
estudiada por microscopia inmunoelectronica, y la proteina fue hallada también
en la matriz citoplasmica, esta vez cerca de las cisternas del reticulo

endoplasmico. «o)

Esta variable distribucion de HSP 27 hace pensar que se trata de una proteina
dindmica capaz de moverse libremente a través de diferentes espacios celulares.
Sin embargo, su localizacion citoplasmica ha sido la mas reconocida hasta ahora,

creando cierta incertidumbre sobre su distribucion en el compartimento nuclear.

Se han realizado muchos estudios sobre HSP’s utilizando electroforesis en geles
bidimensionales de proteinas marcadas con aminoécidos radioactivos y extraidas
de células expuestas a choque térmico. Cuando esta técnica fue aplicada a células
de mamiferos, diferentes isoformas en la region de las HSP’s de bajo peso
molecular fueron detectadas, y este patron ha sido a veces interpretado como una
evidencia de la presencia de distintas y nuevas HSP’s, adicionando confusion en
la literatura. ElI problema radica en que HSP 27 es modificada a nivel
postraduccional via fosforilacién en serina, y entonces la proteina aparece en
diferentes variantes isoeléctricas de acuerdo con el grado de fosforilacion. Méas
especificamente, HSP 27 fue identificada en diferentes estudios con puntos
isoeléctricos variables dentro de un rango de 7 a 5, en donde las formas mas
altamente fosforiladas eran las mas acidas. Y es que, el tratamiento de choque
térmico, asi como otros agentes fisiologicos y condiciones de estrés, no sélo
inducen la sintesis de HSP 27, sino también la rapida fosforilacion de la proteina
preexistente y nuevamente sintetizada, incrementando su estabilidad. Los
mayores sitios de fosforilacion de la proteina humana han sido descritos, y son

serina-78 'y serina-82. «(174187,192,193,194,195).
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Las secuencias de aminoacidos de las HSP’s en general son altamente
conservadas a lo largo de la evolucidn, excepto para proteinas de choque térmico
de bajo peso molecular, las cuales presentan solo homologia limitada. Este grupo
de HSP’s resulta ser mas heterogéneo, y debido a que tienen pocas secuencias de
aminodcidos similares en diferentes organismos, anticuerpos contra estas
proteinas tienden a mostrar reactividad cruzada, aunque solo para especies

estrechamente relacionadas. «(1g1)

Actualmente, existe gran variedad en cuanto a los anticuerpos que reconocen al
antigeno HSP 27. El empleo de anticuerpos policlonales ha quedado en desuso
desde el momento en que aparecieron los monoclonales. Asi, la mayoria de los
autores coinciden en la utilizacion de estos Ultimos. Los sueros comerciales

incluyen entre otros los anticuerpos C11, Hu 27, D5, etc. «(157,175,196,197,198,199,200).

El anticuerpo monoclonal anti-HSP 27 empleado en este trabajo ha sido
obtenido por inmunizacion de ratones Bab/c con la proteina de “24kD” aislada
del citosol de células MCF-7. Las células del bazo de los ratones inmunizados
fueron entonces fusionadas con células de mieloma NS-1. La gran especificidad y
alta afinidad de este anticuerpo han sido testadas por analisis Western Blots y su

utilidad ha sido documentada repetidas Veces. «(1s3 201,202,203).

El laboratorio que ha obtenido este anticuerpo monoclonal anti-HSP 27, lo ha
designado para su utilizacion sobre secciones tisulares a traves de la aplicacion
de técnicas inmunohistoquimicas. Sin embargo, distintos anticuerpos para HSP
27, asi como diferentes técnicas se aplican en los muchos estudios existentes para

la demostracion del antigeno. De este modo, analisis cuantitativos (biologia
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molecular) y cualitativos (inmunohistoquimicos) son compaginados a lo largo de

la bibliografia. «(1s3 156,157,171,196,197,198,201,204,205).

Por todo ello, y de acuerdo con el tipo de investigacion que se desee realizar, las
ventajas e inconvenientes de las técnicas disponibles, asi como sus posibles
adaptaciones, deben ser analizadas previamente. Y es que, los resultados
obtenidos pueden verse influidos, y por lo tanto variar en base a los
procedimientos técnicos empleados y los distintos anticuerpos aplicados. De este
modo, el proceso de fijacion de las muestras, el sistema inmunohistoquimico de
deteccion empleado, las caracteristicas del anticuerpo aplicado y otros muchos

factores afectaran sin duda los patrones finales.
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2.5.2.-ANTICUERPO PARA LA DEMOSTRACION DE HSP 70:

Dentro del conjunto de las proteinas de choque térmico, y mas concretamente
incluida en el grupo de las HSP’s de alto peso molecular, se encuentra la familia
HSP 70, implicada también en innumerables situaciones fisiologicas y clinicas.
Asi, se estima que el grado de expresion de HSP 70 puede ser significativo en el
prondstico de diversas alteraciones patolégicas. Por ello, las investigaciones
dirigidas hacia una mejor comprension de la elevada manifestacion proteica

hallada en tejidos tumorales estan en auge. «(1s1,152,155,204,206,207,208,209,210).

Sin embargo, si algo ha caracterizado a este antigeno es su participacion en
procesos de interaccion proteina-proteina. Muchos estudios relacionan a la
proteina HSP 70 con los productos del gen supresor de tumores p53 a traves de la
formacion de complejos de union. «(2s.207211,212.213,214.215. NO obstante, este no ha
sido el unico caso de interaccion en el que se ha implicado a HSP 70. Otros
estudios defienden que el gen HSP 70 estd envuelto en la interaccién con el

producto del oncogen humano c-myc. «(216,217.218).

La familia HSP 70 incluye diferentes polipéptidos con un peso molecular
comprendido entre 68-74KD. «gs5. Sin embargo, en la mayoria de las ceélulas de
mamiferos existen dos formas predominantes que difieren en su regulacion a

pesar del alto grado de homologia que comparten «(9:

= HSP 73: Un abundante miembro de 73kD de peso molecular que es

expresado constitutivamente. Se encuentra presente bajo condiciones
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fisiol6gicas normales funcionando como acompafiante molecular y no

es inducido por tratamiento de choque térmico. =g go).

= HSP 72: Un miembro de 72kD altamente inducible en situaciones de
estrés y que aparentemente no es esencial para la supervivencia celular
a 37°C. *(79,80).

La familia HSP 70 es dentro de las HSP’s la mas abundante, mejor
caracterizada y la mas conservada en la mayoria de las especies y a lo largo de la
evolucion. «z9g0). Ha quedado demostrado que el alto grado de homologia se
encuentra en el extremo amino-terminal de la proteina. Tal region contiene
actividad ATPasa (une ATP), mientras que el extremo carboxi-terminal es una
region de reconocimiento de substrato (une proteinas). De este modo, a HSP 70
se le ha atribuido poseer actividad dependiente de ATP en el plegamiento,

maduracion y transporte proteico. «220,221,222,223).

En condiciones normales la labor como acompafiante molecular puede ser
desempefiada por el miembro constitutivamente expresado y de peso molecular
de 73kD. Por otro lado, la restauracion de la estructura proteica normal tras una
desnaturalizacién es un importante evento en la recuperacion de las células del
estrés, y aparentemente requiere la participacion adicional de la forma inducible

por calor de peso molecular de 72KD. «(121)

HSP 70 es parte de una familia de multigenes. En humanos, al menos un gen
que codifica para la proteina HSP 70 ha sido mapeado en el brazo corto del

cromosoma 6, junto al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y entre el
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loci para componentes del complemento y factores de necrosis tumoral. x4

(FIGURA 3).
FIGURA 3:
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MAPA MOLECULAR QUE MUESTRA LA LOCALIZACION DEL GEN HSP 70:
Localizacion en el cromosoma 6, entre los genes para las moléculas de clase 11 del MHC y los genes que codifican
para citocinas (Linfotoxina (LT), Linfotoxina B (LT/) y Factor de Necrosis Tumoral (TNF)). Este mapa esta

simplificado excluyendo genes sin interés.

Una caracteristica comdn para el conjunto de genes que codifican para las
HSP’s parece ser claramente la presencia en la region promotora de un motivo de

ADN especifico (HSE), que es activado por determinados factores de
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transcripcion (HSF), como ya qued6 expresado en el apartado anterior para el
caso de la proteina HSP 27. «225.226). Sin embargo, la genética y regulacion del
gen/es de la familia HSP 70 no parece estar aun clara y nuevos datos siguen

apareciendo.

Como el procesamiento del ARN puede verse afectado durante el estrés celular,
es digno de notar que los genes que codifican para HSP 70 no contienen intrones.
«227). Asi, los mecanismos de regulacion para la expresion de HSP 70 estan
optimizados para obtener un alto nivel de expresion durante el estrés celular, de
modo que: a) abundante HSF inactivo estd presente basalmente pudiendo ser
activado rapidamente; b) la necesidad para el procesamiento postranscripcional

de ARNm es minimizada.

Con el fin de entender mejor la regulacion de los genes que codifican para las
proteinas HSP’s, ha sido propuesto un modelo que defiende la existencia de
cierta situacion de equilibrio entre la proteina HSP 70 y el factor HSF. Asi, bajo
condiciones normales HSF forma complejos con la proteina HSP 70, entonces
HSF permanece inactivo. Durante el estrés las proteinas desnaturalizadas estan
unidas a pools intracelulares de HSP 70, causando una relativa deplecion de la
proteina de choque térmico libre. El decrecimiento del nivel intracelular de HSP
70 rompe el equilibrio entre HSF y HSP 70, entonces se libera HSF que
trimeriza, se transloca al ndcleo y activa la transcripcion de HSP 70 via union de
alta afinidad a HSE. Cuando HSP 70 nuevamente sintetizada alcanza un nivel

determinado, el equilibrio HSF-HSP 70 es restaurado y la activacion de HSF es

atenuada. =(102,113,228,229). (FIGURA 4).
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FIGURA 4:

Estres HSP70 \ Trascripcion de HSP70
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Modelo por el cual un estrés celular provoca proteinas dafiadas y la consecuente activaciéon de HSF (Factor de

choque térmico) modificando el equilibrio entre HSP 70 y HSF. HSE (Elemento de choque térmico).

En cuanto a lo que se refiere al patron de distribucion intracelular para el
antigeno HSP 70, parece resultar bastante heterogéneo. Diferentes estudios han
encontrado expresion de HSP 70 en distintos compartimentos celulares. Asi, se
ha podido observar expresion nuclear, citoplasmica e incluso en superficie

celular para las dos isoformas de la familia HSP 70. «(151,210,230,231,232,233).

Diversos anticuerpos para el reconocimiento de la proteina HSP 70 han sido
aplicados a lo largo de la bibliografia, siendo casi siempre anticuerpos
monoclonales, salvo algunas excepciones. «xq9). Asi, la especificidad y utilidad
del anticuerpo monoclonal para la demostracién inmunohistoquimica de HSP 70,
han sido documentadas repetidamente. Algunos ejemplos de estos anticuerpos
son: C92 (reconoce unicamente la forma HSP 72) y N27 (reconoce las dos

formas de HSP 70: HSP 73 y HSP 72) ambos monoclonales. «(is7,207 234
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El anticuerpo monoclonal anti-HSP 70 empleado en este trabajo ha sido
obtenido por tecnologia convencional a partir del inmunogen HSP 70 de cerebro
bovino. La especificidad de este anticuerpo quedd establecida por Westers Blots
para las dos formas de HSP 70 (constitutiva e inducible). El suero fue designado
para la localizacion especifica de la proteina de choque térmico en tejidos fijados
en formalina y embebidos en parafina, procedimiento técnico desarrollado en
este trabajo. El anticuerpo marca positivamente la proteina de estrés HSP 70 en
secciones tanto de tejido normal como con alguna patologia. Asi, se ha
comprobado su marcaje, el cual resultd ser citoplasmico y/o nuclear en diferentes
situaciones como carcinomas de mama, tumores cerebrales o alteraciones

hepaticas. «(0.235 236)

Ademas de diferentes anticuerpos monoclonales para HSP 70, diversas técnicas
han permitido demostrar la presencia del antigeno. Asi, anticuerpos y técnicas se
combinan para obtener los mejores resultados. Las técnicas llevadas a cabo en los

estudios revisados incluyen entre otras:

= Técnicas de inmunofluorescencia, a veces acopladas a sistemas de

citometria de flujo. ~s1,210,233.237).

= Andlisis Northern Blots (ARNm), Southern Blots (ADN) y Western

Blots (proteina). «(o1,147,158,210,238).

= Técnicas inmunocitoquimicas e inmunohistoquimicas; estas ultimas a

partir de tejidos embebidos en parafina o sometidos a congelacion.

*(90,152,239).
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La combinacién de anticuerpos y técnicas, junto a la gran variabilidad de
procedimientos a la hora de su aplicacion, puede ocasionar conclusiones
significativamente variables. Como ya quedd expuesto en el apartado anterior
referido a la proteina HSP 27, esta combinacion debera ser evaluada al inicio de

cualquier trabajo relacionado y con el fin de evitar resultados no deseados.
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2.6.-CARACTERISTICAS DE LOS INDICADORES PRONOSTICOS
HISTOPATOLOGICOS:

Los parametros anatomopatoldgicos que deben estudiarse en cualquier paciente
diagnosticado de cancer pulmonar son: el tamafio del tumor, la presencia o
ausencia de ganglios linfaticos afectados, asi como el tipo histoldgico y grado de
la neoplasia. Como consecuencia del analisis de estos datos se establece el

estadiaje patologico del tumor segun el sistema de clasificacion TNM.

(a) Tamario del Tumor:

El conocimiento de la extensién de la enfermedad en el momento del
diagnostico es crucial para la evaluacion precisa del prondéstico, asi como para el
estudio epidemiologico del tumor. El tamafio del tumor (T) constituye el primer
parametro considerado para su estadificacion. Asi, las neoplasias pulmonares son
catalogadas bajo exdmenes exhaustivos que recojan toda la informacion
relacionada con la masa tumoral. En consecuencia, los tumores de menor
volumen quedaran reunidos en los valores T mas simples correspondientes a una
jerarquia perfectamente definida. Mientras, las neoplasias de mayor tamafio y

extension pulmonar seran incluidas en los niveles T de mayor complejidad.

Muchos estudios han documentado la relacion entre el tamafio de la masa
tumoral y las expectativas de supervivencia. Los tumores de mayor volumen,
independientemente del estado de los ganglios, se acompafian de los indices de

supervivencia menos alentadores. = 40,241,242)
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(b) Metastasis a Ganglios Linfaticos Regionales:

La afectacion de ganglios linfaticos regionales diagnosticada sobre bases
histopatologicas es un factor prondstico importante en el cancer de pulmén. Las
regiones bronquial y traqueal, asi como la mediastinica, son las principales areas
de drenaje linfatico de las neoplasias pulmonares, y el ataque ganglionar
constituye un marcador excelente de la posibilidad metastasica de un tumor. Por
ello, resulta facil entender que el segundo pardmetro considerado en la
estadificacion de tumores pulmonares (N) se refiera a la afectacion ganglionar.
Bajo tal concepto, los carcinomas NO describiran la ausencia de metéstasis a los
ganglios linfaticos regionales en tanto que las categorias superiores (N1, N2 y
N3) recogen los casos con afectacion ganglionar advirtiendo al mismo tiempo

sobre la localizacion aproximada de tales ganglios.

La afectacion ganglionar constituye un importante factor que condiciona la
supervivencia. Multiples articulos se han hecho eco de tal afirmacion. El
prondstico global es muy satisfactorio en pacientes sin ataque ganglionar. En el
caso de existir metastasis ganglionar el indice de supervivencia calculado es
diferencialmente menor. «43. N0 obstante, aspectos concretos del envolvimiento
ofrecen informaciones adicionales de gran interés prondstico. Asi, el nimero de
ganglios afectados y su ubicacion son algunos de los parametros que guardan

relacion con la SUperVivenCia. *(52,242,244,245 246,247,248).

(c) Tipo Histoldgico:

Una catalogacion histoldgica correcta resulta imprescindible en un diagndstico

acertado y preciso de la enfermedad. Por ello, los tumores pulmonares
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correspondientes a nuestra serie han sido cuidadosamente ordenados conforme a
la gran variedad histologica definida en la ultima Clasificacion de la OMS para
el Céancer de Pulmon (1999). La tabla Il recoge de manera simplificada las

neoplasias mas representativas. (3 249).

TABLA Il

CLASIFICACION HISTOLOGICA DE LA OMS DEL CANCER DE PULMON

PAPILAR
5 DE CELULAS CLARAS
A. CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE CELULAS PEQUENAS
BASALOIDE
ACINAR
PAPILAR
et
B. ADENOCARCINOMA BRONQUIOLOALVEOLAR VIKTO
SOLIDO CON FORMACION MUCINOSA
MIXTO
VARIANTES
C. CARCINOMA ADENOESCAMOSO
D. CARCINOMA DE CELULAS GRANDES
E. CARCINOMA DE CELULAS PEQUENAS CARCINOMA DE CELULAS PEQUENAS COMBINADO
TIPICO
F. TUMOR CARCINOIDE ATIPICO

El Carcinoma de Células Escamosas (Carcinoma Epidermoide) es un tumor
epitelial maligno que muestra queratinizacion y/o puentes intercelulares. La
queratinizacién puede aparecer en forma de perlas escamosas 0 a modo de
células individuales con citoplasma eosinofilo denso. La presencia de mucina

intracelular en unas pocas células no excluye a los tumores de esta categoria.

51




MATERIAL Y METODOS

Previa transformacion metaplasica se desarrolla un carcinoma in situ para
posteriormente convertirse en invasivo al atravesar la membrana basal. Por ello

no es dificil encontrar el carcinoma in situ en la mucosa aérea adyacente.

En el pasado la mayoria de los carcinomas de células escamosas se localizaban
centralmente en los bronquios segmentarios o subsegmentarios. Sin embargo, la
incidencia del carcinoma de células escamosas en la periferia pulmonar esta

aumentando.

Los carcinomas de células escamosas pueden presentarse como variantes
histologicas incluyendo los patrones papilar, de células claras, de ceélulas
pequefias y basaloide. Raramente estos patrones son observados en todo el tumor

sino que mas comunmente se localizan de manera focal.

Los carcinomas de células escamosas son gradados como bien diferenciados si
muestran queratinizacion, puentes intercelulares o formacion de perlas de manera
extensa. Se consideran como moderadamente diferenciados si  estas
caracteristicas son facilmente vistas aunque no de forma predominante. El
carcinoma de células escamosas pobremente diferenciado tiene solo
caracteristicas morfoldgicas focales de diferenciacion escamosa; el componente
remanente sigue usualmente un patron de carcinoma de células grandes. Por otra

parte la actividad mitotica es alta en los tumores pobremente diferenciados.

El carcinoma de células escamosas fue durante muchos afios la variedad mas
frecuente de cancer pulmonar. Sin embargo, en las dos ultimas décadas el
adenocarcinoma ha venido siendo reconocido como el tipo de cancer pulmonar

mas comun en algunas ciudades.
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El Adenocarcinoma es un tumor epitelial maligno con diferenciacion glandular
0 produccién de mucina por las células tumorales mostrando un patron de
crecimiento acinar, papilar, bronquioloalveolar o solido con formacion de
mucina. La mayoria de los adenocarcinomas pequefios (menos de 2cm de
didmetro) muestran un patrén histologico uniforme. Sin embargo, los tumores de
mayor tamafio presentan frecuentemente una histologia mixta combinando los

patrones anteriores.

En la mayoria de los adenocarcinomas donde hay una predominante presencia
de mucina aparece un patron de crecimiento papilar o acinar. Las células
tumorales son poligonales con nucleo vesicular grande, nucleolo prominente y

citoplasma moderadamente abundante.

En contraste con el carcinoma bronguioloalveolar los demas subtipos
histolégicos de adenocarcinoma (acinar, papilar, sélido y mixto) pueden
presentarse desde un nivel bronquial hasta un nivel alveolar creciendo como una

masa pulmonar endobronquial o periférica.

La gradacion histologica de los adenocarcinomas segun su nivel de
diferenciacion puede llevarse a cabo por la aplicacion de criterios histoldgicos

convencionales que reflejen las caracteristicas estructurales y celulares del tumor.

El Carcinoma Bronquioloalveolar parece corresponderse con una entidad
clinicopatologica diferente al del resto de los adenocarcinomas desde que es
considerado el subtipo con mejor prondstico. Muestra un patron de crecimiento
bronguioloalveolar puro sin evidencias de invasion estromal, vascular o pleural.

Puede haber aumento en el espesor de la pared alveolar y un area central o
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subpleural de colapso alveolar con incremento de fibras elasticas. El carcinoma
bronquioloalveolar incluye dos subtipos histolégicos. La variante no mucinosa
se caracteriza por la presencia de células claras y/o neumocitos tipo Il creciendo
a lo largo de las paredes alveolares y sin invasion estromal. Por su parte el
carcinoma bronquioloalveolar mucinoso se compone de células columnares
altas, con aumento variable de la mucina citoplasmica, ndcleo tipicamente
desplazado hacia la base de la célula, crecimiento a lo largo de las paredes
alveolares y sin invasién estromal. En ocasiones es posible diagnosticar
carcinomas bronguioloalveolares mixtos mucinosos y no mucinosos aunque se

trata de una variedad histoldgica rara.

El Carcinoma Adenoescamoso es una forma compuesta que muestra
componentes histoldgicos tipicos del carcinoma de células escamosas junto a
elementos caracteristicos del adenocarcinoma. Se estima que cada componente

debe comprometer al menos al 10% de todo el tumor.

El Carcinoma de Células Pequefias constituye del 15 al 25% de todas las
malignidades pulmonares. Es un tumor epitelial maligno de morfologia
neuroendocrina consistente en células pequefias con citoplasma escaso, margenes
celulares mal definidos, cromatina nuclear finamente granular y nucleolo ausente
0 poco aparente. Las células pueden ser redondas, ovales o en forma de huso. Los
nacleos son prominentes y el contaje mitético alto (pueden contarse de 60 a 70
mitosis por 2 mm? (10 campos de elevado aumento) llegando a superar a veces las
200 mitosis por 2 mm® (10 campos de elevado aumento)). Las caracteristicas
morfoldgicas del carcinoma de células pequefias permiten diagnosticarlo bajo
microscopio optico sin necesidad de demostrar la diferenciacion neuroendocrina

por microscopio electrénico o inmunohistoquimica.
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El carcinoma de células pequefias puede presentarse en bronquios grandes o en
la periferia pulmonar. El epitelio bronquial puede quedar destruido aunque
raramente es reemplazado. No es sabido que el carcinoma de células pequefias
sufra una fase preinvasiva como carcinoma in situ aunque la presencia de tal

lesion puede ser a veces detectada en bronquios o bronquiolos adyacentes.

La gradacion del carcinoma de células pequefias es inapropiada desde que todos

los carcinomas de células pequefias son de elevado grado.

El carcinoma de células pequefias constituye el tipo de cancer pulmonar mejor
diferenciado clinicamente. Asi, sus caracteristicas bioldgicas y de respuesta a
quimioterapia permiten distinguirlo de la mayoria de los carcinomas de células

no pequenas.

Por su parte el carcinoma de células pequefias combinado muestra un
componente adicional que puede corresponderse con alguno de los carcinomas
de células no pequefias. Generalmente adenocarcinoma, carcinoma de células

escamosas o carcinoma de células grandes.

El Carcinoma de Células Grandes es el tipo neoplasico menos frecuente. Se
trata de un tumor epitelial maligno indiferenciado que pierde las caracteristicas
citologicas de carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma y carcinoma de
celulas pequefias. Asi, el carcinoma de células grandes es diagnosticado por
exclusién. Sin embargo, ultraestructuralmente es comuan hallar una minima
diferenciacion escamosa o glandular. Las células tienen tipicamente un nucleo
grande, nucleolo prominente y moderado aumento del citoplasma. Unas pocas

células pueden ser positivas para la mucina. Una variante de este tipo de
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neoplasia es el carcinoma neuroendocrino de células grandes. Se trata de un
tumor de elevado grado con patrones histologicos de tipo neuroendocrino a modo

de trabéculas, organulos, rosetas o en empalizada.

El Tumor Carcinoide constituye menos del 5% de los tumores de pulmon. Es
comun diagnosticarlo sobre individuos jovenes y aproximadamente el 20-40% de
pacientes con tal tipo neoplasico son no fumadores. También se caracteriza por
mostrar patrones de crecimiento que sugieren una diferenciacién neuroendocrina
(trabéculas, organulos, islotes, rosetas o en empalizada). Las células tumorales
muestran caracteristicas citologicas uniformes con citoplasma moderadamente
eosinofilo y finamente granular. Los nucleos tienen un patron de cromatina
finamente granular. EI nucleolo puede estar presente pero es mas frecuente en los
carcinoides atipicos. EI nimero de mitosis es el criterio mas importante a la hora
de diferenciar carcinoides tipicos de atipicos. El carcinoide tipico tiene menos de
2 mitosis por 2 mm’ de tumor viable (10 campos de elevado aumento) y pérdida
de necrosis. Es una neoplasia de bajo grado que sigue un curso indolente.
Muestra afectacion de ganglios linfaticos regionales en més del 15% de los casos.
Sin embargo, raramente metastatiza a distancia causando la muerte. El
carcinoide atipico es un tumor de grado intermedio con 2-10 mitosis por 2 mm?
(10 campos de elevado aumento) y/o con focos de necrosis. Esta Gltima es una

neoplasia potencialmente agresiva y su supervivencia es significativamente baja.
(d) Grado Histologico:
Los acontecimientos morfologicos y funcionales que tienen lugar en el grado de

diferenciacion del cancer de pulmén son considerados con fines pronosticos. La

diferenciacion se refiere a la medida en que las células tumorales
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parenquimatosas se parecen a las células normales homdlogas. Asi, los tumores
bien diferenciados estdn compuestos por células que se parecen a las células
maduras normales del tejido de origen de la neoplasia y los tumores pobremente
diferenciados o indiferenciados tienen células de aspecto primitivo no

especializadas.

Considerando tales referencias, cada tumor fue gradado en una escala subjetiva
de I a Ill. El grado | se corresponde con las formas de maxima madurez y el

grado 11l con las mas indiferenciadas.

(e) TNM-Estadiaje:

Los carcinomas pulmonares de los que se compone nuestra serie fueron
sometidos a la clasificacion basada en el Sistema Internacional de TNM para la
Estadificacion del Cancer de Pulmdn de acuerdo con la extension anatémica del
tumor. Tal esquema de estadificacion fue aprobado por el AJCC (American Joint
Committee on Cancer) y la UICC (Union Internationale Contre le Cancer) en la
ultima revision de 1997. Asi, el sistema se constituye como un método efectivo
en la identificacion de grupos de pacientes con similar pronostico y opciones de

tratamiento. «(2sg).

El régimen de estadificacion es relevante para la clasificacién de los 4 grandes
tipos de cancer de pulmoén: carcinomas de células escamosas, adenocarcinomas
(incluyendo carcinoma bronquioloalveolar), carcinomas de células grandes y

carcinomas de células pequefias.
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El sistema dispone que la letra T se refiere al tamafio del tumor, la N a los
posibles ganglios linfaticos regionales afectados y la M a la presencia o ausencia
de metastasis a distancia. Cada valor TNM se corresponderd con un estadio
variable (0, I, I, Illa, I11b 6 IV) en donde los estadios | reflejan los mejores

prondsticos y los estadios 1V los menos alentadores.

La correspondencia TNM-estadiaje queda reflejada en la tabla IV.
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TABLA IV
TNM

ESTADIO T N M
Carcinoma oculto X NO MO

Estadio 0 TIS Carcinoma in situ
Estadio | T1 NO MO
T2 NO MO
Estadio 11 T1 N1 MO
T2 N1 MO
Estadio Illa T3 NO MO
T3 N1 MO
T1-T3 N2 MO
Estadio Il1b Cualquier T N3 MO
T4 Cualquier N MO
Estadio IV Cualquier T Cualquier N M1

TAMANO DEL TUMOR:
TX Tumor demostrado por la presencia de células
malignas en secreciones broncopulmonares, pero no
visualizado.
TO No hay evidencias de tumor primario.
TIS Carcinoma in situ.
T1 Tumor de 3cm o menos rodeado por pulmén o
pleura visceral, y sin evidencias de invasion proximal
a un bronquio lobar.
T2 Tumor de mas de 3cm, o un tumor de cualquier
tamafio que invada la pleura visceral o tenga

asociada atelectasia 0 neumonitis obstructiva
extendida a la region hiliar. En broncoscopia, la
extension del tumor demostrable debe estar en un
bronquio lobar o al menos distar 2cm de la carina.

T3 Tumor de cualquier tamafio con extension a la
pared de la caja, diafragma, pleura mediastinica o
pericardio sin envolver al corazon, grandes vasos,
traquea, esdfago o cuerpo vertebral, o un tumor en el

bronquio principal a 2cm de la carina sin implicarla.
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T4 Tumor de cualquier tamafio con invasion del
mediastino o que envuelva el corazén, grandes vasos,
traquea, esofago, cuerpo vertebral o carina, o

presencia de efusion pleural maligna.

GANGLIOS LINFATICOS AFECTADOS:
NO No hay metastasis demostrable a los ganglios
linfaticos regionales.
N1 Metastasis a ganglios linfaticos en la region
peribronquial o la hiliar.
N2 Metéstasis a ganglios linfaticos mediastinicos
laterales y ganglios linfaticos subcarinales.
N3 Metéstasis a ganglios linfaticos medistinicos
contralaterales, ganglios linfaticos hiliares
contralaterales, ganglios linfaticos escaleno lateral o

contralateral o supraclavicular.

METASTASIS A DISTANCIA:
MO No hay metéstasis a distancia.

M1 Presencia de metastasis a distancia.
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2.7.-CARACTERISTICAS DEL ESTADO DE SUPERVIVENCIA:

El estado de supervivencia constituye un importante factor a considerar en
tanto que valora las consecuencias Ultimas en la evolucion del tumor. Por ello y
sin olvidar que la supervivencia es un parametro dependiente del estadiaje
neoplasico asi como del tratamiento aplicado algunos datos han quedado
reflejados de forma generalizada en algunos trabajos como resultado de extensos
estudios estadisticos. (»s1). En 1999 se estimo que el cancer de pulmon provoco el
17.8% de las muertes producidas por cancer en el mundo. (s En los Gltimos
anos tal valor se ha visto incrementado entre las mujeres. En Estados Unidos se
estima que el cancer de pulmon constituye el 25% de todas las muertes por
cancer entre las mujeres. »s3). Las intervenciones medicas y quirdrgicas intentan
en la medida de lo posible reducir estadisticas tan alarmantes. Sin embargo, la
supervivencia del cancer de pulmén es extremadamente pobre.
Aproximadamente el 90% de los pacientes se ven afectados por la muerte a

consecuencia del tumor. (254 255 256).

En el desarrollo de nuestro trabajo hemos considerado el resultado final tras el
seguimiento meédico de cada uno de los pacientes considerados. Cada caso fue
catalogado segun tres posibles estados de supervivencia: Vivo y libre de

enfermedad, vivo y recidivante, 0 muerto.
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2.8.-VALORACION DE LOS RESULTADOS:

Los resultados fueron evaluados en cada caso mediante la tabulacién porcentual

de las células positivas, especificando la intensidad de la reaccion y su

localizacion intracelular. Tales caracteres fueron analizados tanto en tejidos

normales como tumorales. Ademas, los mismos criterios de tabulacion fueron

aplicados a la hora de valorar cada proteina de choque térmico considerada.

En todos los pulmones procesados se estudio:

Localizacion del marcaje celular: Este podria ser citoplasmico y/o

nuclear. EI marcaje correspondiente a la proteina HSP 70 pudo ser
visualizado en alguno de estos compartimentos celulares o en ambos a
la vez. Sin embargo, la inmunotincion para el antigeno HSP 27 se puso

de manifiesto unica y exclusivamente en el citoplasma celular.

Intensidad de la reaccion: Esta fue fijada en una escala arbitraria y

variable entre + (débilmente positiva), ++ (moderadamente positiva),
+++ (fuertemente positiva), +/++ (débil-moderadamente positiva),
++/+++ (moderada-fuertemente positiva), +/+++ (débil-fuertemente

positiva).

Porcentaje de células marcadas: EI nUmero de células positivas vario

desde un 5% hasta un 100%. Aquellos valores por debajo de un 5%

fueron considerados como negativos (ausencia de células positivas). Y
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para un valor del 100% se consideraba que todas las células eran

positivas.

El anélisis de estos caracteres se llevo a cabo a tres niveles histologicos en los

tejidos normales encontrados:

= Parénquima periférico (neumocitos tipo [I; neumocitos tipo II;

macrofagos alveolares y capilares septales).

= Vias respiratorias finas (epitelio bronquiolar ciliado; células

caliciformes; ...).

= Vias respiratorias gruesas, centrales o cartilaginosas (epitelio bronquial

ciliado; células caliciformes; células glandulares serosas; células

glandulares mucosas; células ductales; masculo bronquial;...).

Del mismo modo, considerando el porcentaje de células neoplésicas marcadas,
la localizacion del marcaje celular y la intensidad de la reaccion se elaboraron

tablas que recogieran toda la informacion correspondiente a los tejidos tumorales.

Pero, con el fin de evaluar mejor la expresion de HSP 70 y HSP 27 en las
muestras tumorales, junto a las tablas convencionales se elaboraron nuevas tablas
a partir de la transformacion de las primeras. De esta forma, se adjudicé valores
de 0 a 3 para la intensidad del marcaje (0O=negativo; 1=débil; 2=moderado y
3=fuerte), asi como para el porcentaje de células positivas de cada caso (0=0%
de células positivas; 1=<25% de células positivas, 2=26-50% de células

positivas; 3=>50% de células positivas). La suma de ambos valores da un
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maximo de 6 puntos, considerando aquellos valores entre 0-3 como negativos 0
de baja positividad y aquellos valores entre 4-6 como altamente positivos.
Algunos casos son expresados como +/-, dependiendo de la intensidad de

marcaje adjudicada cuando esta era altamente variable de + a +++. «(206 208).

Asi, se construyeron cuadros para tejidos normales y tumorales que reflejaran

todos los datos derivados de cada demostracion antigénica (HSP 70 y HSP 27).

2.9.-ANALISIS ESTADISTICO:

La estadistica aplicada constituye un método de razonamiento que permite
interpretar un conjunto de datos cuya caracteristica basica es la variabilidad para
poder obtener unas conclusiones con una seguridad conocida.

Los indices estimados como parte de la estadistica descriptiva desarrollada son:
o Medidas de Centralizacion (Rango y Media aritmética).

o Medidas de Dispersion (Desviacion tipica).
A partir de tales datos establecemos una estadistica analitica con el fin de

establecer conclusiones relacionadas con una poblacion desde los datos

estudiados de una muestra.
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Basandonos en la aplicacion de un contraste de hipotesis establecemos como
hipdtesis nula (Ho) la ausencia de asociacion entre la expresion de proteinas de
chogue térmico (HSP 70 y HSP 27) sobre neoplasias pulmonares y los
parametros histopatologicos (tamafio, metastasis, tipo, grado, estadiaje) e indices
de supervivencia considerados. Por el contrario, la hipotesis alternativa (H;)

plantea que los resultados observados no son atribuidos al azar.

En todo contraste de hipotesis debemos fijar a priori un grado de significacion
(p) que nos informe a cerca de la probabilidad maxima de que nuestros resultados
sean debidos al azar. Es decir, a partir de que valor vamos a poder rechazar la
hipdtesis nula. El valor de significacion aplicado en nuestro contraste de

hipotesis es p<0.05.

La eleccion del método analitico que debemos utilizar estd determinada
principalmente por los tipos de variables con los que se vaya a trabajar. En
nuestro caso, nos decantamos por la aplicacion del Test Chi-Cuadrado que nos
permite analizar si existe alguna relacidén entre dos variables cualitativas. En
aquellos casos en los que queramos determinar la influencia que un factor puede
tener sobre los valores medios de una variable cuantitativa aplicaremos el Test de
Kruskal-Wallis.

Sin embargo, es necesario advertir que la aplicacién del Test Chi-cuadrado
plantea dificultades de validez. Y es que, se estipula que si algunas de las casillas
de la tabla de contingencia contienen una cantidad de individuos tan escasa que
en la correspondiente tabla de frecuencias teoricas o esperadas aparecen valores
esperados menores de 5 elementos la prueba de significacién puede no resultar

suficientemente fiable.
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RESULTADOS

[11.-RESULTADQOS

En este apartado estudiaremos de manera descriptiva los resultados derivados
de la aplicacion de los anticuerpos monoclonales seleccionados junto a la técnica
inmunohistoquimica de tincion requerida. Asi, llevamos a cabo el analisis
semicuantitativo del marcaje correspondiente a los antigenos HSP 70 y HSP 27.
Al mismo tiempo, examinamos en cada muestra tanto el tejido tumoral como el

tejido normal adyacente encontrado.

Seguidamente, una serie de tests estadisticos nos informaran a cerca de las
posibles vinculaciones que puedan existir entre los datos valorados sobre los
tejidos broncopulmonares neoplédsicos y cada uno de los pardmetros
histoanatomopatolégicos considerados. Del mismo modo, se examinaron las
conexiones gque pudieran relacionar las expresiones proteicas contempladas sobre

las muestras tumorales con los indices de supervivencia estimados.
Por ultimo, llevamos a cabo un estudio comparativo entre tejidos normales y

tumorales que nos mostrara las similitudes o diferencias del marcaje encontrado

y correspondiente a las proteinas HSP 70 y HSP 27.
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3.1-HSP 70 Y HSP 27 EN EL TEJIDO BRONCOPULMONAR
NORMAL:

El estudio inmunohistoquimico del tejido broncopulmonar normal se llevo a
cabo en un total de 66 muestras para HSP 70 y 70 para HSP 27. El resto de
muestras hasta completar nuestra serie de 90 casos no abarcaba estructuras
tisulares normales consideradas como representativas de la arquitectura

broncopulmonar.

Los resultados del marcaje observado para cada proteina se expresan separando
las estructuras tisulares que pertenecen a tejidos centrales (bronquios
cartilaginosos) de aquellas que corresponden a tejidos periféricos (regiones

bronquiolo-alveolares).

3.1.1.-HSP 70 Y HSP 27 EN TEJIDOS CENTRALES:

En la tabla | queda representada la tincion obtenida en las células pertenecientes
a los bronquios cartilaginosos y estructuras relacionadas (tejidos centrales) tras la
aplicacién del anticuerpo anti-HSP 70. Ademas, queda reflejado el nimero de
casos que resultaron ser positivos para el anticuerpo con respecto del total de las
muestras analizadas, el porcentaje medio de células marcadas en cada estructura

tisular, asi como la intensidad de la tincién.
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TABLA |

BRONQUIOS CARTILAGINOSOS Y ESTRUCTURAS ADYACENTES

CELULAS :
C.CALICI- | CELULAS | C.GLAND. | C.GLAND. C.DUCT. MUSC.
EPITELIO C.DUCT.
FORMES BASALES | SEROSAS | MUCOSAS BASAL. | BRONQ.
BRONQ.
CASOS +/
13/14 0/14 3/14 5/13 4/13 10/14 0/14 6/10
N° TOTAL
%CELULAS | R:10-100% | 0% R: 20-80% R: 5-70% R:15-100% | R: 5-100% | 0% R: 10-70%
&: 62.69% &: 46.66% &: 33.00% &: 46.25% &: 35.00% &: 35.83%
MARCADAS c: 27.43% c: 30.55% c: 24.39% c: 39.02% G: 29.34% c: 25.38%
6 + 1+ 4 + 3+ 5 + 6 +
2 ++ 0 ++ 0 ++ 0 ++ 1 ++ 0 ++
INTENSIDAD 1 +++ 0 +++ 0 +++ 0 +++ 1 +++ 0 +++
0 +/++ 0 +/++ 1 +/++ 0 +/++ 2 +H++ 0 +/++
3 +H/+++ 2 +H/+++ 0 ++/+++ 0 ++/+++ 1 ++/+++ 0 ++/+++
1 +/+++ 0 +/+++ 0 +/+++ 1 +/+++ 0 +/+++ 0 +/+++

Brong.: Bronquial; C.: Células; Gland.: Glandulares; Duct.: Ductales; Basal.: Basales; Musc.: Musculo; Casos+/N°
Total: NUmero de casos que muestran marcaje para un determinado tipo celular con respecto del total de casos en los

que se encontrd ese mismo tipo celular; % Células marcadas: Porcentaje de células que aparecieron marcadas por

caso (R: Rango; &: Media; o: Desviacion Tipica); Intensidad: Intensidad del marcaje: + (débil), ++ (moderado), +++

(fuerte), +/++ (débil-moderada), ++/+++ (moderada-fuerte), +/+++ (débil-fuerte).

En un total de 18 casos analizados para la proteina HSP 70 se dispuso de areas

bronguiales Gtiles para su estudio.

El anticuerpo anti-HSP 70 empleado pone de manifiesto la proteina
correspondiente en células del epitelio ciliado bronquial. De los 14 casos en los
que se describié este tipo de estructura 13 (92.9%) mostraron algln tipo de
positividad. Siempre méas de un 10% y hasta un 100% de células epiteliales
aparecian marcadas. El porcentaje de células epiteliales tefiidas por muestra se
distribuy6 con una media (&) del 62.69 % y una desviacion tipica (o) del 27.43%.

Asi, se hacia evidente una substancial heterogeneidad en el marcaje de las
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muestras para la proteina de estrés de alto peso molecular. 6 de los casos
mostraron una intensidad de tincién débil, 2 una intensidad moderada, 3
intensidad variable de moderada a fuerte, 1 intensidad fuerte y 1 exhibid una
intensidad altamente variable de débil a fuerte. ElI patron de expresion fue
citoplasmico y nuclear en 4 de las muestras marcadas y exclusivamente

citoplasmico en 9 casos.

Otro tipo celular para el que se observo un elevado nimero de casos positivos
(71.4%) fueron las células ductales de las glandulas submucosas. De los 14 casos
que presentaban este tipo de estructura 10 mostraron marcaje. Sin embargo, el
namero de células que se mostraron tefiidas vari6 ampliamente desde un 5%
hasta un 100%. La & fue del 35% con una dispersion excesiva (6=29.34%). Por
lo que se refiere a la intensidad del marcaje, 5 casos mostraron una intensidad de
tincién débil, 2 intensidad variable de débil a moderada, 1 intensidad moderada,
1 intensidad moderada-fuerte y 1 intensidad fuerte. En 7 casos el patron de
expresion fue claramente citoplasmico, en 1 nuclear y en 2 citoplasmico y

nuclear.

El masculo que acomparia a los bronquios centrales aparecié marcado para la
proteina HSP 70 en el 60% (6/10) de las muestras que exhibian tal estructura. El
porcentaje de celulas tefiidas varié dentro de un rango entre 10% y 70%
(£=35.83%; 6=25.38%). En la totalidad de los 6 casos positivos la intensidad de
tincion fue debil. El patron de marcaje fue conjuntamente citoplasmico y nuclear
en la mitad de los casos. La otra mitad mostro el marcaje proteico limitado al
compartimento citoplasmico. No se observo difusién exclusivamente nuclear en

ninguna de las muestras.
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Con respecto al resto de tipos celulares el nimero de casos positivos no resulto
ser tan relevante. Es el caso de las células basales del epitelio bronquial y las
células glandulares de las areas submucosas. Incluso en algunos casos no se
observé marcaje alguno como ocurrié en las células caliciformes del epitelio

bronquial o las células basales de los conductos glandulares.

La foto 1 muestra a bajos aumentos algunos de los tipos celulares que aparecen
marcados para la proteina HSP 70 tales como las células ciliadas del epitelio
bronquial tefiidas con una intensidad fuerte, las glandulas submucosas
débilmente marcadas, sus correspondientes conductos glandulares fuertemente

positivos y el musculo bronguial con marcaje débil.

En la foto 2 se puede apreciar a mayor aumento la region glandular submucosa
correspondiente a la foto 1 en donde se distingue marcaje para la proteina HSP
70 sobre las glandulas serosas, mucosas e incluso de tipo mixto. Sin embargo, se
trata de una tincion débil que nunca traspasa hacia el material mucoso. Véase
también el marcaje pronunciado de las células que tapizan los conductos

glandulares.

En la foto 3 se aprecia a elevado aumento el intenso marcaje de las células
correspondientes al epitelio bronquial ciliado. Notese en esta ultima fotografia la
ausencia absoluta de marcaje en las células basales y células caliciformes del

epitelio bronquial.
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FOTO 1 (Aumentos: 10 x)

FOTO 2 (Aumentos: 20 x)
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Para demostrar la proteina HSP 27 estudiamos un total de 21 casos que

mostraban algun tipo de estructura bronquial central. ragLa .

TABLAII

BRONQUIOS CARTILAGINOSOS Y ESTRUCTURAS ADYACENTES

CELULAS .
C.CALICI- | CELULAS | C.GLAND. | C.GLAND. C.DUCT. MUSC.
EPITELIO C.DUCT.
FORMES BASALES | SEROSAS | MUCOSAS BASAL. | BRONQ.
BRONQ.
CASOS +/ 2/21 0/21 12/21 2/14 1/14 6/14 1/14 10/13
N° TOTAL
) R: 10% 0% R: 5-70% R: 5-10% R: 10% R:10-50% | R: 80% R: 10-90%
%CELULAS | ¢ 10.00% £:30.83% | &:7.50% £:10.00% | £:30.83% | &:80.00% | &:56.00%
MARCADAS | o: 0.00% c: 22.71% c: 3.53% o: 0.00% c:18.00% | 0:0.00% | c:29.51%
1+ 9 + 2 + 1+ 3 + 0 + 5 +
1 ++ 1 ++ 0 ++ 0 ++ 0 ++ 0 ++ 4 ++
INTENSIDAD 0 +++ 1 +++ 0 +++ 0 +++ 1 +++ 1 +++ 0 +++
0 +/++ 1 +/++ 0 +/++ 0 +/++ 2 +H++ 0 +/++ 1 +/++
0 ++/+++ 0 ++/+++ 0 ++/+++ 0 ++/+++ 0 ++/+++ |0 ++/+++ |0 ++/+++
0 +/+++ 0 +/+++ 0 +/+++ 0 +/+++ 0 +/+++ |0 +/+++ 0 +/+++

Brong.: Bronquial; C.: Células; Gland.: Glandulares; Duct.: Ductales; Basal.: Basales; Musc.: Musculo; Casos+/N°

Total: NUmero de casos que muestran marcaje para un determinado tipo celular con respecto del total de casos en los

que se encontrd ese mismo tipo celular; % Células marcadas: Porcentaje de células que aparecieron marcadas por

caso (R: Rango; &: Media; o: Desviacion Tipica); Intensidad: Intensidad del marcaje: + (débil), ++ (moderado), +++

(fuerte), +/++ (débil-moderado), ++/+++ (moderado-fuerte), +/+++ (débil-fuerte).

Resulta interesante destacar la deteccion de marcaje para la demostracion de la

proteina HSP 27 sobre las células basales del epitelio bronquial. 12 casos de los

21 (57.14%) estudiados resultaron positivos en tales células basales de las vias

respiratorias gruesas ante la aplicacion del anticuerpo anti-HSP 27. El porcentaje

de células basales marcadas para la proteina de bajo peso molecular se distribuyé

entorno a una media de centralizacion (&) del 30.83% con un indice de dispersion
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excesivo (6=22.71%). La intensidad del marcaje qued6 reconocida como débil
en 9 de los 12 casos marcados. Ademas una muestra expresoé la proteina de estrés
con una intensidad variable de débil a moderada, 1 con intensidad moderada y 1

con intensidad fuerte.
Las fotos 4, 5 y 6 reflejan diferentes perspectivas de un mismo epitelio

bronquial en el que sélo las células basales aparecen tefiidas citoplasmicamente

ante el estudio de la proteina de bajo peso molecular.
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FOTO 4 (Aumentos: 10 x)

FOTO 5 (Aumentos: 20 x)
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Las células ductales muestran también marcaje para la misma proteina de estres.
Un total de 6 muestras de las 14 (42.9%) que exhibian tal organizacion tisular
quedaron marcadas para la proteina de bajo peso molecular. El indice de células
marcadas se distribuye dentro de un rango del 10 al 50% (£=30.83%; 5=18%).
La intensidad del marcaje varié ampliamente (3 casos expresaron la proteina
HSP 27 con una intensidad débil, 2 con intensidad débil-moderada y 1 con
intensidad fuerte). Tales resultados advierten de un disminuido marcaje proteico
correspondiente a HSP 27 en las células ductales con respecto al descrito previa

aplicacion del anticuerpo anti-HSP 70.

Un nuevo hecho relevante en el estudio de la proteina HSP 27 fue el elevado
porcentaje de casos que mostraron positividad en el musculo bronquial. 10 de 13
casos (76.9%) mostraron tincion en el muasculo con un porcentaje de células
musculares marcadas dentro de cada muestra que variéo ampliamente desde un 10
hasta un 90% (£=56%; 6=29.51%). La intensidad de la tincion se distribuyé en
un rango de debil a moderado (5 casos mostraron intensidad debil, 1 débil-

moderada y 4 moderada).

La localizacion del marcaje correspondiente a la proteina HSP 27 fue siempre y

en todas las estructuras citoplasmica.

3.1.2.-HSP 70 Y HSP 27 EN TEJIDOS PERIFERICOS:

Los datos referidos a este apartado y para la proteina HSP 70 quedan reflejados

en la tabla IlI.
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TABLA Il

ESTRUCTURAS BRONQUIOLO-ALVEOLARES

CELULAS CELULAS . .
CELULAS | N.TIPO N.TIPO MACROFAGOS | CAPILARES
EPITELIO CALICI-
RESERVA | 11 ALVEOLARES SEPTALES
BRONQUIOLAR | FORMES
CASOS +/
N° TOTAL 35/38 0/38 0/4 0/51 32/51 0/51 0/51
9 = R: 5-100% R: 5-60%
OCEEEEASH = ’ 0% 0% 0% o reo. | 0% 0%
MARCADAS &: 49.85% £:18.59 %
c: 25.04% c: 15.51%
12 + - - - 17 +
7 ++ 5 ++
INTENSIDAD |4 +*++ 0 +++
2 +HH++ 8 +/++
8 ++/+++ 0 ++/+++
2 +[+++ 2 H[+++

N.Tipo I: Neumocitos Tipo I; N.Tipo Il: Neumocitos Tipo Il; Casos +/N° Total: NUmero de casos que muestran
marcaje para un determinado tipo celular con respecto del total de casos en los que se encontrd ese mismo tipo

celular; % Células Marcadas: Porcentaje de células que aparecieron marcadas por caso (R: Rango; &: Media; o:

Desviacion Tipica); Intensidad: Intensidad de marcaje: + (débil), ++ (moderado), +++ (fuerte), +/++ (débil-

moderado), ++/+++ (moderado-fuerte), +/+++ (débil-fuerte).

En el estudio de 56 tejidos pulmonares periféricos la proteina HSP 70 fue
reconocida por su anticuerpo correspondiente en células del epitelio bronguiolar

y neumocitos tipo Il.

Asi, 35 de los 38 (92.1%) casos en los que se identificd la presencia de vias
bronquiolares manifestaron positividad epitelial. EI porcentaje de células tefiidas
por muestra fue muy variable (desde un 5% hasta un 100%). Los indices de
distribucién (£=49.85%; ©=25.04%) sugieren que se trata de unos datos
excesivamente dispersos. Por lo que se refiere a la intensidad de tincion 12 casos
expresaron la proteina de alto peso molecular con una intensidad débil, 2 con

intensidad débil-moderada, 7 con intensidad moderada, 8 moderada-fuerte, 4
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fuerte y 2 con intensidad débil-fuerte. La tincion se catalogé como citoplasmica
en 26 casos. 9 muestras manifestaron un patrén de distribucion citoplasmico y

nuclear.

El 62.7% (32/51) de los casos en los que se demostrd la presencia de
neumocitos de tipo Il exhibié marcaje para HSP 70 con un indice de células
teflidas por muestra siempre inferior al 60% (£=18.59%; ©=15.51%). En la
totalidad de los 32 casos positivos hallamos 17 con una intensidad de tincidn
débil, 8 débil-moderada, 5 moderada y 2 débil-fuerte. El patron de expresion
quedd restringido al ndcleo en 7 casos en tanto que 13 muestras manifestaron una
distribucion citoplasmica. La tincion intracelular absoluta (citoplasmica y

nuclear) la exhibieron 12 casos.

El resto de estructuras periféricas pertenecientes a la region bronquiolo-alveolar
entre las que se encuentran las células caliciformes del epitelio bronquiolar, las
celulas de reserva, los neumocitos tipo I, los macrofagos alveolares y las células
que conforman los capilares septales resultaron ser siempre negativas para la
proteina HSP 70.

Las fotos 7 y 8 ofrecen distintas panoramicas en las que un intenso marcaje

ubica a la proteina de alto peso molecular sobre los epitelios periféricos.

Las fotos 9 y 10 representan detalladamente la fuerte intensidad con que HSP

70 se expresa sobre las vias mas finas.
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HSP 27 se analiz6 en 64 casos que mostraban alguna estructura pulmonar

periférica. (ragLa 1v).

TABLA IV

ESTRUCTURAS BRONQUIOLO-ALVEOLARES

CELULAS CELULAS . )
CELULAS | N.TIPO N.TIPO MACROFAGOS | CAPILARES
EPITELIO CALICI-
RESERVA | 11 ALVEOLARES SEPTALES
BRONQUIOLAR | FORMES
CASOS +/
NS TOTAL 22/41 0/41 0/2 0/60 28/60 1/60 1/60
9% CELULAS | R: 5-70% R: 5-70% R: 70% R: 35%
- 24.09% 0% 0% 0% 116.96% | & 70% - 35%
MARCADAS | = 2409% 5 16.96% | & 70% & 35%
c:20.73% c: 17.12% c: 0.00% c: 0.00%
16 + - 19 + 1+ 0 +
1 ++ 4 ++ 0 ++ 1 ++
INTENSIDAD 0 +++ 1 +++ 0 +++ 0 +++
4 +++ 4 +/++ 0 +/++ 0 +/++
1 ++/+++ 0 ++/+++ |0 ++/+++ 0 ++/+++
0  +/+++ 0 +/+++ 0 +/+++ 0 +/+++

N.Tipo I: Neumocitos Tipo I; N.Tipo II: Neumocitos Tipo II; Casos +/N° Total: NUmero de casos que muestran

marcaje para un determinado tipo celular con respecto del total de casos en los que se encontrd ese mismo tipo

celular; % Células Marcadas: Porcentaje de células que aparecieron marcadas por caso (R: Rango; &: Media; o:

Desviacion Tipica); Intensidad: Intensidad de marcaje: + (débil), ++ (moderado), +++ (fuerte), +/++ (débil-

moderado), ++/+++ (moderado-fuerte), +/+++ (débil-fuerte).

Para HSP 27 los resultados volvian a repetirse aunque con porcentajes algo

inferiores con respecto a los obtenidos en la demostracion de la proteina de alto

peso molecular. El epitelio bronquiolar y los neumocitos de tipo Il eran los dos

tipos de estructuras que podian aparecer tefiidas.

El 53.7% (22/41) de las muestras en las que se analizo la presencia de epitelio

bronquiolar fueron positivas para el antigeno HSP 27. En tanto que 28 de los 60
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casos (46.7%) que exhibian neumocitos tipo Il quedaron marcados para la misma
proteina de estrés. El porcentaje de células que aparecian marcadas era siempre y
para ambos tipos celulares inferior a un 70%. La proteina de bajo peso molecular
se distribuyo sobre las células epiteliales con una & del 24.09% y una o del
20.73%. Los valores de centralizacion (&) y dispersion (o) correspondientes a los

neumocitos tipo Il fueron 16.96% y 17.12% respectivamente.

Para ambos tipos celulares la intensidad de la tincidn fue altamente variable. De
los 22 casos marcados sobre el epitelio bronquiolar 16 mostraron una intensidad
de tincion debil, 4 intensidad débil-moderada, 1 intensidad moderada y 1
moderada-fuerte. Por lo que se refiere a los datos de intensidad correspondientes
a los neumocitos tipo Il cabe destacar que 19 muestras expresaron la proteina de
estrés con una intensidad débil, 4 con intensidad débil-moderada, 4 con
intensidad moderada y 1 con intensidad fuerte. EI marcaje proteico se distribuy6

en el citoplasma.

El resto de estructuras pulmonares periféricas resultaron ser una vez mas

negativas.

La foto 11 representa un epitelio respiratorio fino moderadamente positivo en el

citoplasma para HSP 27.

La foto 12 conforma una region alveolar con localizacion de HSP 27 sobre el

citoplasma de los neumocitos tipo Il que integran la zona.

La foto 13 revela expresion de la misma proteina en un &rea de neumocitos tipo

Il hiperplasicos.
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FOTO 11 (Aumentos: 10 X)
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3.2-HSP 70 Y HSP 27 EN EL TEJIDO BRONCOPULMONAR
NEOPLASICO:

3.2.1.-MARCADORES HISTOANATOMOPATOLOGICOS:

Los criterios histoanatomopatoldgicos para la clasificacion de los casos se
expusieron con detalle en el apartado de material y métodos. Ahora mostramos
los resultados derivados de tal recuento.

Tamafo del Tumor:

De los 90 casos estudiados 39 (43.3%) presentaron un tumor menor o igual a 3
cm; en 34 (37.8%) el tumor alcanz6 una medida mayor de 3 cm pero menor o
igual a 6 cm; y en 17 (18.9%) casos el tumor exhibia una medida superior a los 6

cm.

El rango de tamarfios correspondiente a nuestra coleccion tumoral se distribuye
entre un valor minimo de 1 cm y un méximo de 12 cm. El diametro medio (&) es
de 4.18 cm (c=2.28cm).
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Metastasis a Ganglios Linfaticos Regionales:

57 de los 90 (63.3%) casos analizados en este trabajo no presentaron ningun
ganglio linfatico regional afectado. 33 (36.7%) pacientes mostraron al menos un

ganglio metastésico.

Tipo Histologico:

La presencia de HSP 70 y HSP 27 se analizo separadamente en un total de 90
casos con tejidos neoplasicos de los cuales 51 (56.7%) resultaron ser
diagnosticados como Carcinomas epidermoides, 25 (27.8%) Adenocarcinomas, 6
(6.7%) Carcinomas indiferenciados de células grandes, 1 (1.1%) Carcinoma
indiferenciado de células pequefias, 2 (2.2%) Carcinomas adenoescamosos y 5
(5.6%) Carcinoides. En la figura 1 se muestra el numero de tumores de cada tipo

expresado de forma porcentual.
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FIGURA 1:

C.Epidermoides 56,7%

C.1.C.Pequefias 1,1%
C.1.C.Grandes 6,7%

C.Adenoescamosos 2,2%
Carcinoides 5,6%

Adenocarcinomas 27,8%

Porcentaje de casos correspondiente a cada tipo histolégico tumoral. C: Carcinomas; C.I.C.Grandes: Carcinomas
Indiferenciados de Células Grandes; C.I.C.Pequefias: Carcinomas Indiferenciados de Células Pequefias. Datos

expresados de forma porcentual.

Grado Histoldgico:

De los 51 carcinomas epidermoides que forman parte de nuestra serie tumoral
12 fueron de grado I; 30 de grado Il; 7 de grado II/l11l 'y 2 de grado Ill. Por otra
parte, los 25 casos diagnosticados como adenocarcinomas quedaron
subclasificados en 10 de grado I; 6 de grado 1I; 4 de grado II/111 y 5 de grado III.
Aunando carcinomas epidermoides y adenocarcinomas en un solo grupo
contamos con un total de 22 (28.9%) tumores de grado I; 36 (47.4%) de grado II;
11 (14.5%) de grado I1/111'y 7 (9.2%) de grado IlI.

87



RESULTADOS

La figura 2 pretende representar el nimero de casos pertenecientes al grado
tumoral 1, 11, II/11I o Il en que se clasificaron los casos diagnosticados como

carcinomas epidermoides y adenocarcinomas.

FIGURA 2:

B Grado |
W Grado Il
M Grado II/111
Grado IV
2
C.Epidermoides Adenoc. Total

N° de casos correspondiente a cada grado tumoral en las muestras diagnosticadas como Carcinomas Epidermoides
y Adenocarcinomas. C.Epidermoides: Carcinomas Epidermoides; Adenoc.: Adenocarcinomas; Total: Suma de

Carcinomas Epidermoides y Adenocarcinomas.

TNM-Estadiaje:

Los carcinomas epidermoides y adenocarcinomas de los que se compone
nuestra serie fueron clasificados segun el Sistema Internacional de TNM para la

Estadificacion del Cancer de Pulmon. De este modo, se pretende estudiar si
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existe alguna relacion entre el estadiaje correspondiente a los tumores
considerados y la deteccion de la proteina HSP 70 o HSP 27 en los mismos. Asi,
en nuestros resultados nos encontramos con 40 casos de estadiaje I, 11-11, 20-
Ila, 1-11lb y 4-1V. El ndmero total de casos estadificados se distribuye entre
carcinomas epidermoides y adenocarcinomas de la siguiente forma: 29
carcinomas epidermoides de estadiaje I, 10-11, 9-11la, 1-1llb y 2-1V. Asimismo,

11 adenocarcinomas fueron estadificados con un grado I, 1-11, 11-llla, O-1llb y 2-

IV. (Ficura3).

FIGURA 3:

lp IV
1% 5%

54%

14% TOTAL

b IV |
Illa 206 4%
) > 8% 44%

Il
20%

56%

llla 1]
44% 4%
CARCINOMAS EPIDERMOIDES ADENOCARCINOMAS

Porcentaje de casos correspondiente a cada grado de estadificacion tumoral en las muestras diagnosticadas como
Carcinomas Epidermoides y Adenocarcinomas. Total: Suma de Carcinomas Epidermoides y Adenocarcinomas.
Datos expresados de modo porcentual.
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3.2.2.-ESTADO DE SUPERVIVENCIA:

Los tumores pulmonares diagnosticados como carcinomas epidermoides y
adenocarcinomas fueron clasificados en base a su correspondiente estado de
supervivencia. Un total de 36 casos permanecieron vivos tras un amplio tiempo
de seguimiento. De entre ellos 29 permanecen hasta la fecha de hoy libres de
enfermedad. Sin embargo, 7 han manifestado recaidas. El resto de pacientes (40)

murio a consecuencia del tumor.

3.2.3.-HSP 70 EN EL TEJIDO BRONCOPULMONAR NEOPLASICO:

En el estudio de HSP 70 analizamos cuidadosamente la posible relacion que
pudiera  tener su  expresibn con los  diferentes  parametros

histoanatomopatoldgicos y de supervivencia considerados.

La proteina de choque térmico HSP 70 ha sido estudiada en los 90 tumores
broncopulmonares clasificados en base a su tamafio. Los valores descriptivos
denotan que la positividad observada y correspondiente a la proteina de alto peso
molecular es menor en las categorias que se refieren a los tumores de mayor
diametro. Sin embargo, las diferencias halladas no resultaron ser estadisticamente

significativas (p>0.05). La tabla V y figura 4 muestran los datos observados.
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TABLAV
<3cm >3cm<6cm >6cm
+ 35 31 13
- 4 2 2
+/- 0 1 2

Positividad para HSP 70 en funcion del tamafio tumoral. +: Tumores altamente positivos para HSP 70; -: Tumores
negativos o débilmente positivos para HSP 70; +/-: Tumores + o - para HSP 70 en funcion de la intensidad de
marcaje adjudicada cuando esta era altamente variable de + a +++; <3cm: Tumores de didmetro menor o igual a 3cm;
>3cm <6cm: Tumores de diametro mayor de 3cm y menor o igual a 6cm; >6¢cm: Tumores de diametro mayor de 6

cm.

FIGURA 4.
100 89,7 91,2
76,5
M+
m-
O+/-
119
I 1
<3 >3<6 >6

Positividad para HSP 70 en funcién del tamafio del tumor. +: Tumores altamente positivos para HSP 70; -: Tumores
negativos o débilmente positivos para HSP 70; +/-: Tumores + 0 - para HSP 70 en funcion de la intensidad de
marcaje adjudicada cuando esta era altamente variable de + a +++; <3: Tumores de didmetro menor o igual a 3cm;
>3<6: Tumores de diametro mayor de 3cm y menor o igual a 6cm; >6: Tumores de diametro mayor de 6 cm.

Expresién de datos en tanto por ciento.

Seguidamente analizamos el marcaje neoplasico obtenido en el estudio de la
misma proteina pero esta vez en funcion de la presencia o ausencia de metastasis
a ganglios linfaticos regionales. La tabla V1 y figura 5 representan los resultados

obtenidos.
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TABLA VI
No metastasis Si metastasis
+ 52 27
- 3 5
+/- 2 1

Positividad para HSP 70 en funcién de la afectacion de ganglios linfaticos regionales. +: Tumores altamente
positivos para HSP 70; -: Tumores negativos o débilmente positivos para HSP 70; +/-: Tumores + o - para HSP 70 en

funcion de la intensidad de marcaje adjudicada cuando esta era altamente variable de + a +++.

FIGURA &:

No metastasis Si metastasis

Positividad para HSP 70 en funcion de la afectacion de ganglios linfaticos regionales. +: Tumores altamente positivos
para HSP 70; -: Tumores negativos o débilmente positivos para HSP 70; +/-: Tumores + o - para HSP 70 en funcién
de la intensidad de marcaje adjudicada cuando esta era altamente variable de + a +++. Datos expresados de modo

porcentual.

La valoracién detenida de los resultados nos lleva a estimar cierta pérdida de
expresion proteica en las neoplasias con afectacion ganglionar. El estadistico

aplicado explica las diferencias por el azar (p>0.05).

A continuacion quisimos analizar si existia algun tipo de correlacién entre el

tipo de tumor diagnosticado en cada paciente junto con el numero de casos que

92




RESULTADOS

mostraron marcaje respecto del total, el porcentaje de células neoplésicas tefiidas
en cada muestra, la intensidad de la tincién observada y la localizacion
intracelular del marcaje. Los datos se valoraron primero para la proteina HSP 70
elaborando de este modo una tabla de contingencia que recogiera toda la

informacion. (rasia vin.

TABLA VII

TIPOS TUMORALES

CARCINOMAS ADENO- C. ADENO- C.lI.C. C.I.C.
- CARCINOIDES
EPIDERMOIDES | CARCINOMAS | ESCAMOSOS GRANDES PEQUENAS
CRE0E) 51/51 25/25 172 6/6 1/1 5/5
N° TOTAL
% CELULAS R: 10-100% R: 10-100% R: 80% R: 80-100% R: 100% R: 70-100%
&: 86.47% &: 81.20% &: 80% &: 95.00% &:100% &:94.00%
MARCADAS o: 23.04% c:29.05% c: 0.00% c: 8.36% c: 0.00% c: 13.41%
7+ 3 + 0 + 2 + 0 + 2 +
3 ++ 6 ++ 0 ++ 0 ++ 0 ++ 0 ++
INTENSIDAD 2 +++ 2 +++ 0 +++ 0 +++ 0 +++ 1 +++
19 +/++ 10 +/++ 1 +/++ 2 +H++ 1 +/++ 2 +H++
8 ++/+++ 1 ++/+++ 0 ++/+++ 2 +H/+++ 0 ++/+++ 0 ++/+++
12 +/+++ 3 H+++ 0 +/+++ 0 +/+++ 0 +/+++ 0 +/+++
PATRON DE Cc 14 Cc 4 Cc 1 c 1 C 0 C 2
P N 1 N 2 N 0 N 0 N 0 N 0
DISTRIBUCION ™ ¢, 36 C+N 19 C+N 0 C+N 5 C+N 1 C+N 3

C.1.C. Grandes: Carcinomas Indiferenciados de células Grandes; C.1.C. Pequefias: Carcinomas Indiferenciados de

Células Pequefias; C. Adenoescamosos: Carcinomas Adenoescamosos; Casos +/N° Total: Nimero de casos que

muestran marcaje para un determinado tipo tumoral con respecto del total; % Células Marcadas: Porcentaje de células

que aparecieron marcadas por caso (R: Rango; &: Media; o: Desviacion Tipica); Intensidad: Intensidad de marcaje: +
(deébil), ++ (moderado), +++ (fuerte), +/++ (débil-moderado), ++/+++ (moderado-fuerte), +/+++ (débil-fuerte);

Patron de Distribucién: Localizacion intracelular del marcaje: C (citoplasmico), N (nuclear), C+N (citoplasmico y

nuclear).
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La tabla VIl nos muestra que el marcaje observado para la proteina HSP 70 fue
ausente en tan solo un caso de los 90 tumores analizados. El Unico caso negativo
resultd ser diagnosticado como un carcinoma adenoescamoso. El valor promedio
(&) correspondiente a la distribucion que representa el marcaje celular resulta
elevado en todos los tipos tumorales definidos y no hallamos diferencias
estadisticamente significativas entre ellos (p>0.05). Los indices de dispersion (o)
nos revelan que se trata de unos datos suficientemente concentrados. La
intensidad del marcaje es variable en todos los tipos neoplasicos y la localizacion
resulto ser citoplasmica y/o nuclear de forma aparentemente arbitraria como ha

venido siendo habitual en el estudio de la proteina HSP 70.

Sin embargo, creyendo que esta forma de analizar los resultados referentes a los
tejidos tumorales resultaba ser incompleta elaboramos una segunda tabla que nos
aportara una informacion mas amplia. Para ello seguimos las pautas previamente

descritas en el apartado de material y metodos. (ragLa vin.
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TABLA VI

TIPOS TUMORALES

CARCINOMAS ADENO- C. ADENO- C.1C. C.IC.
. CARCINOIDES
EPIDERMOIDES | CARCINOMAS | ESCAMOSOS | GRANDES | PEQUENAS
N° TOTAL
51 25 2 6 1 5
CASOS
N 45 21 1 6 1 5
(88.2%) (84.0%) (50.0%) (100%) (100%) (100%)
- 4 3 1 0 0 0
+/- 2 1 0 0 0 0

C.1.C. Grandes: Carcinomas Indiferenciados de células Grandes; C.I.C. Pequefias: Carcinomas Indiferenciados de

Células Pequefias; C. Adenoescamosos: Carcinomas Adenoescamosos; N° Total Casos: N° de casos analizados y

pertenecientes a cada tipo tumoral; (+): N° de casos altamente positivos en el tejido tumoral.; (-): N° de casos
negativos o de baja positividad en el tejido tumoral.; (+/-): N° de casos cuya positividad (alta, baja o negativos) varia
dependiendo de la intensidad del marcaje adjudicada cuando esta era altamente variable de + a +++. Entre paréntesis

se define el nimero de casos altamente positivos para la proteina HSP 70 expresado de forma porcentual.

Esta Gltima forma de analizar los resultados nos aporta nuevos datos. Se pudo
observar una elevada positividad en 79 de los 90 tumores (87.8%) que componen
nuestra serie, mientras que solamente 8 tumores (8.9%) mostraron una
positividad baja o resultaron ser negativos (7 tumores presentaron una
positividad baja y 1 resultd ser negativo). Los 3 (3.3%) casos que restan para
componer la totalidad de las neoplasias presentaron una positividad tipo +/-

debido a su alta variabilidad en la intensidad del marcaje. rasLa vin.

Un alto grado de positividad para la proteina HSP 70 fue observado en el 88.2%
de los casos diagnosticados como carcinomas epidermoides (45 casos altamente
positivos de 51), el 84% de los adenocarcinomas (21 casos altamente positivos de

25), el 100% de los carcinoides, carcinomas indiferenciados de células grandes y
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carcinomas indiferenciados de células pequefias y el 50% de los carcinomas
adenoescamosos. Es de interés advertir que la proteina HSP 70 parece expresarse
con una positividad elevada en la totalidad de los carcinomas mas agresivos
(carcinomas indiferenciados de células grandes y carcinomas indiferenciados de

células pequefias). rasLa vin).

El test de asociacion Chi-cuadrado aplicado nos revela que la diferencia de
positividad observada entre los tipos tumorales considerados no es

estadisticamente significativa (p>0.05).

La foto 14 constituye un carcinoma epidermoide en donde HSP 70 se distribuye

con intensidad variable. Un epitelio marcado acomparia al tumor.
La foto 15 muestra un carcinoma indiferenciado de células grandes

moderadamente marcado para la proteina de alto peso molecular. La imagen se

ve salpicada por algunas células fuertemente reactivas.
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FOTO 14 (Aumentos: 10 x)

FOTO 15 (Aumentos: 20 X)
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Siguiendo las mismas pautas de estudio aplicadas hasta ahora reflejamos en las
tablas IX y X los datos descriptivos referentes a la expresion de la proteina HSP

70 en funcidn del grado tumoral adjudicado a las muestras analizadas.

TABLA IX
GRADOS TUMORALES
CARCINOMAS EPIDERMOIDES ADENOCARCINOMAS

GRADO
TUMORAL | I i 1 | l i i

CASOS+/

12/12 30/30 7 212 10/10 6/6 4/4 5/5

N° TOTAL

9% CELULAS | R:20-100% | R:10-100% |R:50-100% |R:20-100% |R:10-100% |R:50-100% |R:80-100% | R:10-100%
£:86.66% | &:87.66% | £:8857% | £:60.00% | & 77.00% | £:88.33% | £:90.00% | & 74.00%

MARCADAS c: 26.40% c: 20.45% c: 18.64% c:56.56% c: 34.00% c: 20.41% c: 11.54% c:39.74%
1+ 4 + 1 + 1+ 2 + 1+ 0 + 0 +

1 ++ 1 ++ 1 ++ 0 ++ 1 ++ 4 ++ 1 ++ 0 ++
INTENSIDAD 0 +++ 1 +++ 0 +++ 1 +++ 1 +++ 0 +++ 1 +++ 0 +++
7 +++ 11 +/++ 1 +/++ 0 +/++ 4 +/++ 1 +/++ 2 +HH++ 3 +H/++

1 ++/+++ 5 4+/+++ 2 +H/+++ 0 ++/+++ 1 ++/+++ 0 ++/+++ 0 ++/+++ 0 ++/+++

2 +/+++ 8 +/+++ 2 +/+++ 0 +/+++ 1 +/H+++ 0 +/+++ 0 +/+++ 2 +/+++
PATRON DE C 5 C 8 o 1 c 0 C 4 Cc 0 o 0 C 0
< N 0 N 0 N 1 N 0 N 1 N 0 N 1 N 0
PIEIRUECEE C+N 7 C+N 22 C+N 5 C+N 2 C+N 5 C+N 6 C+N 3 C+N 5

Casos +/N° Total: NUmero de casos que muestran marcaje para un determinado grado tumoral con respecto del total;

% Células Marcadas: Porcentaje de células que aparecieron marcadas por caso (R: Rango; &: Media; o: Desviacion

Tipica); Intensidad: Intensidad de marcaje: + (débil), ++ (moderado), +++ (fuerte), +/++ (débil-moderado), ++/+++
(moderado-fuerte), +/+++ (débil-fuerte); Patrdn de Distribucion: Localizacion intracelular del marcaje: C

(citoplasmico), N (nuclear), C+N (citoplasmico y nuclear).
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TABLA X
GRADOS TUMORALES
CARCINOMAS EPIDERMOIDES ADENOCARCINOMAS
GRADO
TUMORAL I T 1 n I T i n
N° TOTAL
12 30 7 2 10 6 4 5
CASOS
N 10 28 6 1 7 6 4 4
(83.3%) (93.3%) (85.7%) (50%) (70%) (100%) (100%) (80%)
- 1 2 0 1 2 0 0 1
+/- 1 0 1 0 1 0 0 0

N° Total Casos: N° de casos analizados y pertenecientes a cada grado tumoral; (+): N° de casos altamente positivos
en el tejido tumoral.; (-): N° de casos negativos o de baja positividad en el tejido tumoral.; (+/-): N° de casos cuya
positividad (alta, baja o negativa) varia dependiendo de la intensidad del marcaje adjudicada cuando esta era
altamente variable de + a +++. Entre paréntesis se define el nimero de casos altamente positivos para la proteina HSP

70 expresado de forma porcentual.

Ante todo, cabe decir que en estas dos tablas quedan representados
exclusivamente aquellos casos diagnosticados como carcinomas epidermoides y
adenocarcinomas. Y es que, son los Unicos tipos tumorales que admiten una

subclasificacion segun el grado tumoral.

La tabla X nos ofrece los resultados mas interesantes. El porcentaje de
carcinomas epidermoides con una elevada positividad en la tincion aparentaba
ser menor en los tumores de bajo grado. Asi, la expresion proteica aumenta con
el grado neoplasico. Sin embargo, los tumores de grado mas alto (I11) vuelven a
mostrar un valor decadente. El pico maximo de positividad corresponde a los
carcinomas epidermoides de grado Il (28 casos altamente positivos de 30
(93.3%)).
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Seguidamente consideramos la positividad proteica hallada con respecto al
grado neoplésico de los 25 adenocarcinomas diagnosticados. Asi, el 70% de los
adenocarcinomas de grado | (7/10), el 100% de los adenocarcinomas de grado Il-
/111 y el 80% de los casos de grado 111 (4/5) resultaron ser altamente positivos
ante la demostracion del antigeno HSP 70. Por lo tanto, un comportamiento
parecido al de los carcinomas epidermoides se encontr6 en los adenocarcinomas
analizados. En este Gltimo caso se alcanza un pico maximo de expresion en los

adenocarcinomas de grado Iy /111, tagLax).
No obstante la asociacién analizada descriptivamente para los carcinomas de
células escamosas y adenocarcinomas considerados no resultd ser

estadisticamente significativa (p>0.05).

La figura 6 representa graficamente los datos recogidos en la tabla X.
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FIGURA 6:
CARCINOMAS EPIDERMOIDES PARA EL ANTICUERPO HSP 70 ADENOCARCINOMAS PARA EL ANTICUERPO HSP 70
1200 1200
1000 93 1000 - —
00
800 800 |
600 600
400 400
200 200 ioo
0 0 0 0
Grado | Grado Il Grado I1/111 Grado 11 Grado | Grado Il Grado /111 Grado 111

M Positividad alta
M Positividad baja o negativos
Positivos/Negativos

Positividad para HSP 70 en funcién del grado tumoral. Positividad alta: Casos altamente positivos en el tejido

tumoral para la demostracion del antigeno HSP 70; Positividad baja 0 negativos: Casos con positividad baja o

negativos en el tejido tumoral para la demostracion del antigeno HSP 70; Positivos/Negativos: Casos cuya positividad

varia dependiendo de la intensidad del marcaje adjudicada cuando esta era altamente variable de débil a fuerte. Todos

los valores de la figura estan representados en tantos por mil.

La foto 16 refleja un carcinoma epidermoide de alto grado histolégico marcado
intensamente para la proteina de choque térmico de elevado peso molecular. En
la parte superior de la imagen un epitelio bronquial aparece tefiido para el mismo

antigeno.
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FOTO 16 (Aumentos: 10 x)
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Nuestra siguiente inquietud es saber si el estadiaje adjudicado a cada caso influye
sobre la positividad hallada en las muestras y correspondiente a la proteina HSP
70. Para tal fin elaboramos dos nuevos cuadros que incluyen los datos mas
relevantes. (tasiLas x1 v xiy. Junto a ellos un sencillo grafico nos ayudara a

comprender mejor los resultados. &rura 7).

TABLA XI
ESTADIAJES
CARCINOMAS EPIDERMOIDES ADENOCARCINOMAS
ESTADIAJE | 11 Ila I1b v | 11 Ia I11b v
CASOS +/N°
29/29 10/10 9/9 1/1 212 11/11 1/1 11/11 0/0 |22
TOTAL
% CELULAS R:10-100% | R:50-100% | R:20-100% | R: 100% R:70-100% | R:80-100% | R: 100% R: 10-100% R: 100%
MARCADAS &: 84.82% &:91.00% &: 85.55% £:100.00% | &: 85.00% £:93.63% £:100.00% | &: 63.63% « | & 100.00%
c: 24.73% c: 17.28% G:26.97 % c: 0.00% c:21.21% c:9.24% c: 0.00% c: 36.40% c: 0.00%
5 + 2+ 0 + 0 + 0 + 1+ 1+ 1+ 0 +
0 ++ 2 ++ 1 ++ 0 ++ 0 ++ 2 ++ 0 ++ 3 ++ 1 ++
INTENSIDAD 2 +++ 0 +++ 0 +++ 0 +++ 0 +++ 1 +++ 0 +++ 1 +++ 0 +++
10 +/++ 3 +/++ 4 +[++ 1 +/++ 1 +/++ 6 +/++ 0 +/++ 4 +[++ * |0 HH++
5 ++/+++ |0 ++/+++ 2 +H/+++ 0 ++/+++ 1 ++/+++ 1 ++/+++ 0 ++/+++ 0 ++/+++ 0 ++/+++
7 H+++ 3 +/+++ 2 +/+++ 0 +/+++ 0 +/+++ 0 +/+++ 0 +/+++ 2 +/+++ 1 +/+++
PATRON DE C 6 C 4 C 1 C 1 c 2 C 0 Cc 0 o 4 Cc 0
< N 1 N 0 N 0 N 0 N 0 N 1 N 0 N 1 * [N 0
USRS (S C+N 22 C+N 6 C+N 8 C+N 0 C+N 0 C+N 10 C+N 1 C+N 6 C+N 2

Casos +/N° Total: Nimero de casos que muestran marcaje para un determinado estadiaje tumoral con respecto del

total; % Ceélulas Marcadas: Porcentaje de células que aparecieron marcadas por caso (R: Rango; &: Media; o:

Desviacion Tipica); Intensidad: Intensidad de marcaje: + (débil), ++ (moderado), +++ (fuerte), +/++ (débil-

moderado), ++/+++ (moderado-fuerte), +/+++ (débil-fuerte); Patron de Distribucién: Localizacion intracelular del

marcaje: C (citoplasmico), N (nuclear), C+N (citoplasmico y nuclear).
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TABLA Xl

ESTADIAJES

25

9 8 1 2 11 1 7 2

(86.2%) | (90%) | (88.9%) | (100%) | (100%) | (100%) | (100%) | (63.6%) (100%)
2 1 1 0 0 0 0 3 0 0
2 0 0 0 0 0 0 1 0 0

N° Total Casos: N° de casos analizados y pertenecientes a cada estadiaje; (+): N° de casos altamente positivos en el
tejido tumoral; (-): N° de casos negativos 0 de baja positividad en el tejido tumoral; (+/-): N° de casos cuya
positividad (alta, baja o negativa) varia dependiendo de la intensidad del marcaje adjudicada cuando esta era

altamente variable de + a +++. Entre paréntesis se define el nimero de casos altamente positivos para la proteina HSP
70 expresado de forma porcentual.
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FIGURA 7:
CARCINOMAS EPIDERMOIDES ADENOCARCINOMAS

100 1001
801 80+
60+ 601
40+ 40;
20115 201
0 2 0-

I 1 Ia b \Y I I Ila Ilb \V

H+ O- B+/- m+0O- W+/-

Positividad para HSP 70 en funcién del estadiaje. +: Tumores altamente positivos para HSP 70; -: Tumores
negativos o débilmente positivos para HSP 70; +/-: Tumores + 0 - para HSP 70 en funcion de la intensidad de

marcaje adjudicada cuando esta era altamente variable de + a +++. Datos expresados de modo porcentual.

De entre aquellos carcinomas epidermoides considerados con un estadiaje |
hemos hallado que el 6.9% (2/29) fueron negativos o débilmente positivos para el
marcaje de HSP 70. Haciendo la misma operacién encontramos que el 10%
(1/10) de los casos diagnosticados con estadiaje Il y el 11.1% (1/9) de los casos
con estadiaje Illa fueron negativos o de baja positividad para la misma proteina
de estrés. Tales valoraciones nos llevan a sospechar de una pérdida de expresion
para la proteina HSP 70 entre los tumores epidermoides con elevado grado de
estadificacion. (tasLa xiy (Ficura 7). Sin embargo, el test de asociacion Chi-
cuadrado aplicado no confirma desde el punto de vista estadistico la

heterogeneidad de las muestras (p>0.05).
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La misma entidad proteica ha sido analizada en funcion del estadiaje entre los
adenocarcinomas integrantes de nuestra serie tumoral. EI 100% (11/11, 1/1y 2/2)
de los casos estadificados con los grados I, 1 y IV respectivamente muestran una
elevada positividad para el antigeno de alto peso molecular. Tan solo los
adenocarcinomas Illa exhiben en menor medida la proteina de estrés. El 63.6%
(7/11) de los adenocarcinomas considerados con un estadiaje Illa fueron

altamente positivos para el marcaje de HSP 70. (ragLa xi1) (FIGURA 7).

Obviando aquellos estadiajes menos representativos debido a la escasez de
casos integrantes podriamos intuir que los adenocarcinomas de mas baja
estadificacion (1) expresan mayormente la proteina HSP 70 que los tumores de
estadiaje superior (Illa). Sin embargo, nuestro estadistico no ha sido capaz de

apoyar los valores observados (p>0.05).

El estado de supervivencia constituye el ultimo parametro considerado en
relacion con el inmunomarcaje correspondiente a la proteina HSP 70. La
asociacion se establecid para un total de 76 tumores pulmonares diagnosticados
como carcinomas epidermoides y adenocarcinomas. El resto de tumores queda
excluido al constituir grupos excesivamente pequefios y no representativos para

SuU examen.

Las mismas pautas de estudio aplicadas hasta ahora nos sirven para el nuevo
analisis. De este modo, la tabla XIII nos ofrece algunos datos sobre el marcaje
proteico observado en dependencia del estado de supervivencia de los pacientes.
Todas las muestras ofrecieron en mayor o menor medida tincion para la proteina
de alto peso molecular. Tal hecho impidié calcular ninguna medida de asociacion

al ser el marcaje correspondiente a HSP 70 una constante. Por otra parte, los
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carcinomas epidermoides muestran medias de marcaje (§) elevadas en todos los
estados de supervivencia definidos y los valores de dispersion (o) son
caracteristicos de distribuciones suficientemente concentradas. Un grado de
significacion mayor de 0.05 nos lleva a aceptar la hipotesis nula bajo la cual el
estado de supervivencia no influye en los valores medios (&) correspondientes al
porcentaje de células marcadas. Los casos diagnosticados como adenocarcinomas
ofrecen un comportamiento similar a excepcion de los individuos que murieron a
consecuencia del tumor cuyo porcentaje medio de células tefiidas disminuyd
hasta un 68.33% (0=36.39%). En este caso la diferencia descriptiva no es
apoyada estadisticamente (p>0.05). Por otra parte la intensidad y el patron de
tincion se distribuyen en carcinomas epidermoides y adenocarcinomas de forma

independiente del estado de supervivencia (p>0.05).
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TABLA XIll

ESTADOS DE SUPERVIVENCIA

CARCINOMAS EPIDERMOIDES

ADENOCARCINOMAS

ESTADO VIVOS VIVOS
DE MUERTOS MUERTOS
SUPERVIVENCIA LIBRES DE LIBRES DE
ENFERMEDAD RECIDIVANTES ENFERMEDAD RECIDIVANTES
CASOS +/N°
TOTAL 18/18 5/5 28/28 11/11 212 12/12
% CELULAS R: 20-100% R: 50-100% R: 10-100% | R: 60-100% R: 80-100% R: 10-100%
£:83.33% £&:90.00% &:87.85% &:93.63% £:90.00% £:68.33%
AR A o: 22.22% o 22.36% c: 24.24% o: 12.86% c: 14.14% o: 36.39%
3 + 1+ 3+ 0 + 1+ 2 +
2 ++ 0 ++ 1 ++ 3 ++ 0 ++ 3 ++
0 +++ 0 +++ 2 4+t 2 +++ 0 +++ 0 +++
INTENSIDAD 5 +/++ 1 +/H++ 13 +/++ 3 +/++ 1 +H++ 6 +/++
4 ++[+++ 0 ++/+++ 4 AH[+++ |1 4+ 0 ++/+++ 0 ++/+++
4 +[+++ 3 +/+++ 5  +/H+++ 2 +/+++ 0 +/+++ 1 +/+++
PATRON DE C 5 cC o0 C 9 cC o0 c 1 c 3
£ N 0 N 0 N 1 N 2 N 0 N 0
I TRIELETEh C+N 13 C+N 5 C+N 18 C+N 9 C+N 1 C+N 9

Casos +/N° Total: NUmero de casos que muestran marcaje para un determinado estado de supervivencia con respecto

del total; % Células Marcadas: Porcentaje de células que aparecieron marcadas por caso (R: Rango; &: Media; o:

Desviacion Tipica); Intensidad: Intensidad de marcaje: + (débil), ++ (moderado), +++ (fuerte), +/++ (débil-

moderado), ++/+++ (moderado-fuerte), +/+++ (débil-fuerte); Patron de Distribucidn: Localizacion intracelular del

marcaje: C (citoplasmico), N (nuclear), C+N (citoplasmico y nuclear).

La tabla XIV corrobora resultados previos a la vez que ofrece nuevos valores

correspondientes a la expresion de HSP 70 en funcion del estado de

supervivencia.
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TABLA XIV

ESTADOS DE SUPERVIVENCIA

CARCINOMAS EPIDERMOIDES ADENOCARCINOMAS
ESTADO VIVOS VIVOS
DE MUERTOS MUERTOS
SUPERVIVENCIA LIBRES DE LIBRES DE
ENFERMEDAD | RECIDIVANTES ENFERMEDAD | RECIDIVANTES
N° TOTAL CASOS 18 5 28 11 2 12
n 16 4 25 11 2 8
(88.9%) (80%) (89.3%) (100%) (100%) (66.7%)
- 1 0 3 0 0 3
+/- 1 1 0 0 0 1

N° Total Casos: N° de casos analizados y correspondientes a cada estado de supervivencia; (+): N° de casos
altamente positivos en el tejido tumoral; (-): N° de casos negativos o de baja positividad en el tejido tumoral.; (+/-):
N° de casos cuya positividad (alta, baja 0 negativa) varia dependiendo de la intensidad del marcaje adjudicada cuando
esta era altamente variable de + a +++. Entre paréntesis se define el nimero de casos altamente positivos para la

proteina HSP 70 expresado de forma porcentual.

Fijando nuestra atencién en los tumores diagnosticados como carcinomas
epidermoides podemos interpretar la existencia de una positividad para la
proteina de alto peso molecular equiparable en los diferentes estados de
supervivencia considerados. Y es que la presencia de HSP 70 es demostrada con
valores de positividad elevada en el 88.9% (16/18) de los carcinomas
epidermoides correspondientes a pacientes que superaron la enfermedad. Del
mismo modo, la proteina ha sido localizada con una alta positividad en el 80%
(4/5) de los individuos recidivantes y en el 89.3% (25/28) de los que murieron.
No obstante, hallamos que el 5.6% (1/18) de los carcinomas epidermoides
diagnosticados sobre pacientes que evolucionaron a un estado libre de

enfermedad fueron negativos o débilmente positivos para la proteina de alto peso
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molecular. Si ademéas consideramos que el 10.7% (3/28) de los pacientes que
murieron a consecuencia del tumor fueron negativos o de baja positividad
podriamos estimar que los individuos con menor supervivencia sufren pérdidas
de expresion para la proteina HSP 70. Sin embargo, el estadistico aplicado no ha

sido capaz de demostrar la hipdtesis alternativa (p>0.05).

Los resultados se muestran similares para los tumores clasificados como
adenocarcinomas. ElI 100% de los pacientes “vivos” (11/11 libres de enfermedad
y 2/2 recidivantes) manifestd una elevada inmunolocalizacion tumoral para la
proteina de alto peso molecular, en tanto que la misma positividad fue
contabilizada en 8 de los 12 sujetos (66.7%) que murieron a consecuencia del
tumor. Tales valores nos llevan a intuir una localizacién proteica notablemente
mayor en los adenocarcinomas identificados con los estados de supervivencia
mas favorecidos. De nuevo, los resultados no fueron estadisticamente

significativos (p>0.05).

La figura 8 muestra graficamente la distribucion neoplésica de HSP 70 en

funcion de los estados de supervivencia considerados.
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FIGURA 8:

CARCINOMAS EPIDERMOIDES

V+T- V+T+ M

B+ Bl- O+/-

ADENOCARCINOMAS

VAT-

V4+T+

O+ B- O+/-

Positividad para HSP 70 en funcion del estado de supervivencia. V+T-: Pacientes vivos y libres de enfermedad,;

V+T+: Pacientes vivos con tumor recidivante; M: Muertos; +: Tumores altamente positivos para HSP 70; -: Tumores

negativos o débilmente positivos para HSP 70; +/-: Tumores + o - para HSP 70 en funcion de la intensidad de

marcaje adjudicada cuando esta era altamente variable de + a +++. Datos expresados de modo porcentual.
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3.2.4.-HSP 27 EN EL TEJIDO PULMONAR NEOPLASICO:

En este subapartado analizamos la expresion de la proteina de estrés de bajo
peso molecular (HSP 27) en funcion de los diferentes parametros

histoanatomopatolégicos y de supervivencia considerados.

El tamafio tumoral es el primer marcador anatomopatolégico en el cual

reparamaos. (taBLA xvy FIGURA 9).

TABLA XV
<3cm >3cm <6 cm >6cm
+ 22 16 9
- 15 13 5
+/- 2 5 3

Positividad para HSP 27 en funcion del diametro tumoral. +: Tumores altamente positivos para HSP 27; -: Tumores
negativos o débilmente positivos para HSP 27; +/-: Tumores + o - para HSP 27 en funcion de la intensidad de
marcaje adjudicada cuando esta era altamente variable de + a +++; <3cm: Tumores de diametro menor o igual a 3cm;
>3cm <6cm: Tumores de didmetro mayor de 3cm y menor o igual a 6¢cm; >6cm: Tumores de didmetro mayor de 6

cm.
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FIGURA 9:
60 - 56,4 52.9
94 W+
m-
8 |O+-
<3 >3<6 > 6

Positividad para HSP 27 en funcidn del tamafio del tumor. +: Tumores altamente positivos para HSP 27; -: Tumores
negativos o débilmente positivos para HSP 27; +/-: Tumores + o - para HSP 27 en funcion de la intensidad de
marcaje adjudicada cuando esta era altamente variable de + a +++; < 3: Tumores de didmetro menor o igual a 3cm; >
3 < 6: Tumores de diametro mayor de 3cm y menor o igual a 6¢cm; > 6: Tumores de didmetro mayor de 6 cm. Datos
expresados de forma porcentual.

Valorando los resultados expuestos en la tabla XV y figura 9 hallamos que el
38.5% de los tumores de menos de 3 cm fueron negativos o de baja positividad
para HSP 27. Por su parte, el 38.2% de las neoplasias de 3 a 6 cm de diametro y
el 29.4% de los tumores de mas de 6 cm exhibieron una expresion baja o nula
para HSP 27 en términos de extension e intensidad. La heterogeneidad hallada en
los datos nos lleva a sospechar que la falta de expresion de HSP 27 se ve
influenciada por los tumores de menor didmetro. No obstante, la estadistica no

fue capaz de demostrar ninguna asociacion entre ambas variables (p>0.05).
La tabla XV1 y figura 10 representan los datos que relacionan la demostracion

inmunohistoquimica de HSP 27 sobre las muestras tumorales junto a la

existencia o ausencia de afectacion ganglionar.
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TABLA XVI

No metastasis

Si metastasis

+ 27 20
- 22 11
+/- 8 2

Positividad para HSP 27 en funcion de la afectacion de los ganglios linfaticos regionales. +: Tumores altamente

positivos para HSP 27; -: Tumores negativos o débilmente positivos para HSP 27; +/-: Tumores + o - para HSP 27 en

funcion de la intensidad de marcaje adjudicada cuando esta era altamente variable de + a +++.

FIGURA 10:

No metéastasis Si metastasis

N+

O +/-

Positividad para HSP 27 en funcion de los ganglios linfaticos regionales afectados. +: Tumores altamente positivos

para HSP 27; -: Tumores negativos o débilmente positivos para HSP 27; +/-: Tumores + o - para HSP 27 en funcién

de la intensidad de marcaje adjudicada cuando esta era altamente variable de + a +++. Datos expresados de forma

porcentual.

La proteina HSP 27 ha quedado demostrada con una elevada positividad en un

60.6% (20/33) de los casos que metastatizaron a alguno/s de los ganglios

linfaticos regionales. Mientras, el 47.4% (27/57) de los casos que no invadieron

los ganglios adyacentes mostro una alta expresion en términos de extension e

intensidad para la misma proteina de estrés. Tales datos descriptivos nos llevan a

asociar la falta de expresion de HSP 27 con los tumores que no muestran
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afectacion ganglionar. Sin embargo, el test Chi-cuadrado aplicado establece una
vez mas que las diferencias observadas no son lo suficientemente significativas

como para confirmar la existencia de tal asociacion (p>0.05).

El antigeno de bajo peso molecular fue analizado con relacién al tipo tumoral
con que fue diagnosticado cada uno de los 90 pacientes integrantes de nuestro

estudio. (TABLAS XVII Y XVIII).

TABLA XVII

TIPOS TUMORALES

CARCINOMAS ADENO- C. ADENO- C.I.C. C.I.C.
. CARCINOIDES
EPIDERMOIDES | CARCINOMAS | ESCAMOSOS | GRANDES | PEQUENAS
CASOSH/ 49/51 18/25 12 4/6 0/1 5/5
N° TOTAL
. R: 5-100% R: 5-100% R: 5% R: 10-100% R: 10-100%

9 0

DCELELAS &: 60.20% &:42.22% &: 5% &: 47.5% 0% &: 80.0%

MARCADAS c: 36.79% c: 37.85% c: 0% c:41.12% c:39.37%
7 0+ 3 + 1+ 0 + 2+
2 ++ 4 ++ 0 ++ 1 ++ 0 ++

INTENSIDAD 6 +++ 1 +++ 0 +++ 0 +++ 0 +++
3 +/++ 1 +/++ 0 +/++ 0 +/++ 1 +/++
18 ++/+++ 5 ++/+++ 0 ++/+++ 0 ++/+++ 0 ++/+++
13 +/+++ 4 +[+++ 0 +/+++ 3 H/+++ 2 +H/+++

C.1.C. Grandes: Carcinomas Indiferenciados de células Grandes; C.1.C. Pequefias: Carcinomas Indiferenciados de

Células Pequefias; C. Adenoescamosos: Carcinomas Adenoescamosos; Casos +/N° Total: Nimero de casos que

muestran marcaje para un determinado tipo tumoral con respecto del total; % Células Marcadas: Porcentaje de células

que aparecieron marcadas por caso (R: Rango; &: Media; o: Desviacion Tipica); Intensidad: Intensidad de marcaje: +

(débil), ++ (moderado), +++ (fuerte), +/++ (débil-moderado), ++/+++ (moderado-fuerte), +/+++ (débil-fuerte).
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TABLA XVIII

TIPOS TUMORALES

CARCINOMAS ADENO- C.ADENO- C.l.C. C.l.C.
. CARCIONOIDES
EPIDERMOIDES | CARCINOMAS | ESCAMOSOS | GRANDES | PEQUENAS
N° TOTAL
51 25 2 6 1 5
CASOS
+ 33 8 0 2 0 4
(64.7%) (32.0%) (0%) (33.3%) (0%) (80.0%)
: 11 15 2 3 1 1
+/-
7 2 0 1 0 0

C.1.C. Grandes: Carcinomas Indiferenciados de Células Grandes.; C.I.C. Pequefias: Carcinomas Indiferenciados de

Células Pequefias; C. Adenoescamosos: Carcinomas Adenoescamosos; N° Total Casos: N° de casos analizados y

pertenecientes a cada tipo tumoral; (+): N° de casos altamente positivos en el tejido tumoral; (-): N° de casos
negativos o de baja positividad en el tejido tumoral.; (+/-): N° de casos cuya positividad (alta, baja o negativos) varia
dependiendo de la intensidad del marcaje adjudicada cuando esta era altamente variable de + a +++. Entre paréntesis

se define el nimero de casos altamente positivos para la proteina HSP 27 expresado de forma porcentual.

Ambas tablas (tasiLas xvii v xviny muestran unos resultados que contrastan de
forma importante con los datos observados hasta este momento vy

correspondientes al analisis de la proteina HSP 70.

En el estudio del antigeno HSP 27 nos encontramos con un aumento
considerable en el nimero de neoplasias que no mostraban marcaje alguno tras la
aplicacion del anticuerpo correspondiente. Un total de 13 casos resultaron ser
totalmente negativos (no presentaron ninguna célula tumoral marcada) viéndose
incrementado de forma considerable este dato con respecto a lo observado para la
proteina HSP 70. De las 13 muestras que resultaron ser negativas 7, es decir mas
de la mitad, pertenecian al grupo de tumores diagnosticados como

adenocarcinomas. (rasLa xvi, La prueba de significacion estadistica aplicada
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establece la existencia de diferencias de marcaje entre los tipos neoplasicos
considerados (p<0.05).

La tabla XVII muestra que el porcentaje de células tefiidas y contadas por caso
estudiado oscilaba en todos los tipos neoplésicos dentro de un amplio rango
(desde un 5% hasta un 100%). Los valores medios (&) que hacen referencia a tal
porcentaje son del 60.20% (c=36.79%) para los tumores clasificados como
carcinomas epidermoides, 42.22% (c=37.85%) para los adenocarcinomas, 5%
(0=0%) para el Gnico carcinoma adenoescamoso gque mostré marcaje, 47.50%
(0=41.12%) para los carcinomas indieferenciados de células grandes y 80%
(0=39.37%) para los carcinoides. EIl unico caso diagnosticado como carcinoma
indiferenciado de células pequefias no mostrd tincion alguna para la proteina de
estrés de bajo peso molecular. El estadistico aplicado en este caso no demostrd
relacién entre las variables tipo tumoral y porcentaje medio de células marcadas
(p>0.05). Por otra parte, tales indices medios (&) contrastan con los valores
representados en apartados previos y correspondientes a la proteina HSP 70. Y es
que, la proteina de estrés de bajo peso molecular es demostrada
inmunohistoquimicamente con promedios () inferiores a los hallados para HSP
70. En cuanto a la intensidad del marcaje correspondiente a la proteina HSP 27
esta resulto ser ampliamente variable en todos los tipos neoplésicos. La

localizacion intracelular de la inmunotincion fue siempre citoplasmica.

La tabla XVIII representa los resultados referentes al mismo apartado
expresados de un modo diferente. EI ndmero de casos considerados como
altamente positivos disminuye drasticamente hasta un 52.2% (47 casos altamente
positivos de un total de 90 analizados) en relacion con los resultados obtenidos

en el estudio de la proteina HSP 70. Asimismo, centrandonos en cada tipo
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tumoral notamos un decaimiento similar. No advertimos ningin tipo de
positividad elevada en los casos diagnosticados como carcinomas
adenoescamosos y carcinomas indiferenciados de células pequefias. El resto de
tipos neoplasicos (carcinomas epidermoides, adenocarcinomas, carcinomas
indiferenciados de células grandes y carcinoides) mostraron porcentajes de
positividad inferiores a los demostrados para la proteina de alto peso molecular.
Asi, un alto grado de positividad para la proteina HSP 27 fue exhibido en el
64.7% de las neoplasias clasificadas como carcinomas epidermoides (33 casos
altamente positivos de 51), el 32% de los adenocarcinomas (8 casos altamente
positivos de 25), el 33.3% de los carcinomas indiferenciados de células grandes
(2 casos positivos de 6) y el 80% de los carcinoides (4 casos altamente positivos
de 5). Una vez mas, las diferencias de expresion del antigeno HSP 27 entre los
diferentes tipos tumorales descritos fueron estadisticamente significativas
(p<0.05).

La foto 17 refleja un carcinoma epidermoide cuyas células neoplésicas

muestran positividad para el antigeno de bajo peso molecular.

La foto 18 representa un carcinoma epidermoide marcado citoplasmicamente
para la proteina HSP 27. Obsérvese la heterogeneidad de la tincion en donde
areas con una intensidad de marcaje débil se muestran adyacentes a zonas

fuertemente positivas.
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FOTO 17 (Aumentos: 4 X)

FOTO 18 (Aumentos: 4 x)



RESULTADOS

HSP 27 también ha sido investigada con relacién al grado tumoral. Los datos

referidos a esta materia quedan expresados en la tabla XIX y ampliados en la

tabla XX.
TABLA XIX
GRADOS TUMORALES
CARCINOMAS EPIDERMOIDES ADENOCARCINOMAS
GRADO
TUMORAL | 1 1/ 111 | 11 /111 111
CASOSHE 1112 | 2030 717 212 6/10 4/6 414 415
N° TOTAL
% CELULAS R:5-100% | R: 5-100% R:10-100% | R:20-100% | R:5-100% | R: 5-100% R: 5-80% R: 5-100%
0 £:55.45% | &:62.75% &:57.14% &: 60.00% £:51.66% | &: 40.00% &: 28.75% &: 43.75%
MARCADAS | c:41.01% | o: 35.62% o: 38.60% G 56.56% c:40.08% | c:45.27% c:34.73% c:41.90%
3 + 3+ 0 + 1+ 2 + 1+ 0 + 0 +
0 ++ 2 ++ 0 ++ 0 ++ 0 ++ 1 ++ 2 ++ 1 ++
INTENSIDAD 0 +++ 4 +++ 1 +++ 1 +++ 0 +++ 0 +++ 1 +++ 0 +++
1 +H++ 2 +/++ 0 +/++ 0 +/++ 0 +/++ 0 +/++ 0 +/++ 1 +/++
4 A4[+++ |9 ++/[+++ 5 ++/+++ 0 ++/+++ 2 A4+ |1 1 ++/+++ 1 ++/+++
3 H+++ |9 H/+++ 1 +/+++ 0 +/+++ 2 HH+++ |1 4+ 0 +/+++ 1 +/+++

Casos +/N° Total: Nimero de casos que muestran marcaje para un determinado grado tumoral con respecto del total;

% Células Marcadas: Promedio de células que aparecieron marcadas por caso (R: Rango; &: Media; o: Desviacion

Tipica); Intensidad: Intensidad de marcaje: + (débil), ++ (moderado), +++ (fuerte), +/++ (débil-moderado), ++/+++

(moderado-fuerte), +/+++ (débil-fuerte).

La tabla XI1X nos ofrece interesantes datos. El antigeno HSP 27 se distribuye en

carcinomas epidermoides de alto, medio y bajo grado histologico dentro de

amplios rangos y con indices de dispersion (c) que caracterizan a conjuntos poco

agrupados en torno a la media central (§). Tal comportamiento es similar para los

tumores clasificados como adenocarcinomas. El promedio de células tefiidas por

caso se mantiene en los dos tipos neoplésicos de un modo independiente del
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grado tumoral (p>0.05). La intensidad de la tincién se muestra una vez mas

ampliamente variable en todos los grados histoldgicos considerados.

TABLA XX
GRADOS TUMORALES
CARCINOMAS EPIDERMOIDES ADENOCARCINOMAS
GRADO

TUMORAL | 1 /1 11 | 1 /1 11

N° TOTAL
SRS 12 30 7 2 10 6 4 5
+ 6 21 5 1 2 2 2 2

(50%) (70%) (71.4%) (50%) (20%) (33.3%) (50%) (40%)
: 4 6 0 1 6 4 2 3
+/-

2 3 2 0 2 0 0 0

N° Total Casos: N° de casos analizados y pertenecientes a cada grado tumoral; (+): N° de casos altamente positivos
en el tejido tumoral; (-): N° de casos negativos o de baja positividad en el tejido tumoral; (+/-): N° de casos cuya
positividad (alta, baja o negativa) varia dependiendo de la intensidad del marcaje adjudicada cuando esta era
altamente variable de + a +++. Entre paréntesis se define el nimero de casos altamente positivos para la proteina HSP

27 expresado de forma porcentual.

No obstante, en la tabla XX queda reflejado como a medida que aumenta el
grado tumoral en los carcinomas epidermoides el porcentaje de casos altamente
positivos sigue un comportamiento ascendente desde un 50% en carcinomas
epidermoides de grado | (6 casos + de 12), 70% en carcinomas epidermoides de
grado Il (21 casos + de 30) y hasta un 71.4% en tumores epidermoides de grado
I1/111 (5 casos + de 7 y ningun caso negativo o de positividad baja). Sin embargo,

al analizar los carcinomas epidermoides de grado Ill observamos que el nimero
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de casos con elevada positividad disminuia hasta un 50% (1 caso + de 2). Quizas,
debido a la escasa disponibilidad de casos de alto grado tumoral encontrados en

nuestra serie.

El comportamiento de expresion representativo del antigeno HSP 27 es similar
en los adenocarcinomas considerados. ElI 20% (2/10) de los adenocarcinomas de
grado |, el 33.3% (2/6) de los de grado 11, el 50% (2/4) de los adenocarcinomas
de grado 1I/111' y el 40% (2/5) de los de grado Il mostraron una alta positividad
correspondiente al antigeno de bajo peso molecular. ElI pico maximo de

expresion se halla una vez mas en los tumores de grado /111, (tagLa xx).
La figura 11 muestra a modo de gréafico los ultimos resultados (expresion de

HSP 27 en relacion con el grado tumoral en carcinomas epidermoides y

adenocarcinomas).
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FIGURA 11:

CARCINOMAS EPIDERMOIDES PARA EL ANTICUERPO HSP 27 ADENOCARCINOMAS PARA EL ANTICUERPO HSP 27
1000 800
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0
Grado | Grado |1 Grado I1/111 Grado 11l G?ado | Grado 11 Grado 1I/111 Grado 111

M Positividad alta
M Positividad baja 0 negativos
Positivos/Negativos

Positividad para HSP 27 en funcién del grado tumoral. Positividad alta: Casos altamente positivos en el tejido

tumoral para la demostracion del antigeno HSP 27; Positividad baja 0 negativos: Casos con positividad baja o

negativos en el tejido tumoral para la demostracion del antigeno HSP 27; Positivos/Negativos: Casos cuya positividad

varia dependiendo de la intensidad del marcaje adjudicada cuando esta era altamente variable de débil a fuerte. Todos

los valores de la figura estan representados en tantos por mil.

Sin embargo, los grados de significacion estadistica obtenidos (p>0.05) revelan
que los resultados descritos no son significativos. En carcinomas epidermoides y
adenocarcinomas no quedd demostrado que la positividad hallada para HSP 27

sea funcion del grado neoplasico.

La foto 19 representa un carcinoma epidermoide de bajo grado en donde la
proteina de estrés de 27kD se expresa citoplasmicamente sobre las células
transformadas. La intensidad de la tincion fue tabulada como variable de debil a

moderada.
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La foto 20 muestra un carcinoma epidermoide de moderado grado de
diferenciacion histoldgica tefiido citoplasmicamente para el antigeno HSP 27. La

intensidad del marcaje es fuerte.
La foto 21 refleja un adenocarcinoma pulmonar de moderado grado. Sus células

aparecen marcadas con una intensidad variable de moderada a fuerte para la

proteina de bajo peso molecular.

124



RESULTADOS

1,_:.&%
A e,
e
WN&-'L

10 x)

FOTO 19 (Aumentos

FOTO 20 (Aumentos: 20 X)



RESULTADOS
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La misma operacién aplicada en el apartado referido a la proteina HSP 70 es

llevada a cabo ahora para precisar si existe concordancia entre el estadiaje

adjudicado a cada caso tumoral y la positividad de las muestras tratadas con el

anticuerpo monoclonal anti-HSP 27. Como viene siendo habitual los datos

quedan

remitidos exclusivamente a dos tipos histologicos:

Carcinomas

epidermoides y Adenocarcinomas. Las tablas XXI y XXII recogen todos los

datos al respecto y una representacion de los resultados queda expuesta en la

figura 12.
TABLA XXI
ESTADIAJES
CARCINOMAS EPIDERMOIDES ADENOCARCINOMAS
ESTADIAJE | 11 I1a 111b vV | 11 I1a 111b v
CASOS +/N® | 28/29 9/10 9/9 1 212 9/11 01 |71 0/0 |22
TOTAL
% CELULAS R: 5-100% R:10-100% | R:5-100% | R: 100% R:5-100% | R: 5-100% | 0% | R:5-100% R: 5-100%
° &: 55.35% &: 66.66% £:66.11% | &: 100% £:52.50% | &:36.11% E:47.14% | * &:52.50%
MARCADAS | c: 35.82% c: 33.16% c:41.81% | o: 0% G: 67.17% | o: 33.98% c: 40.60% G:67.17%
6 + 0 + 1+ 0 + 0 + 1+ 1+ 1+
0 ++ 0 ++ 1 ++ 0 ++ 1 ++ 3 ++ 1 ++ 0 ++
2 4+t 3 +++ 1 +++ 0 +++ 0 +++ 0 +++ 1 +++ * 0 +++
INTENSIDAD |2 +/++ 0 +/++ 0 +/++ 0 +/++ 1 +++ 1 +++ 0 +/++ 0 +/++
8 +4/+++ |5 ++/+++ 4 +4[+++ |1 +4+/+++ [0 +4H/+++ |4+ 1 ++/+++ 0 ++/+++
10 +/+++ 1 +/H+++ 2 +/[+++ |0 +/+++ [0 +H/+++ |0 +H/+++ 3 +/+++ 1 +/+++

Casos +/N° Total: Numero de casos que muestran marcaje para un determinado estadiaje tumoral con respecto del

total; % Células Marcadas: Porcentaje de células que aparecieron marcadas por caso (R: Rango; & Media; o:

Desviacion Tipica); Intensidad: Intensidad de marcaje: + (débil), ++ (moderado), +++ (fuerte), +/++ (débil-

moderado), ++/+++ (moderado-fuerte), +/+++ (débil-fuerte).
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La tabla XXI revela los rangos, medias y valores de dispersion correspondientes
a la expresion de HSP 27 sobre los carcinomas epidermoides y adenocarcinomas
considerados en funcién del grado de estadificacion tumoral. La intensidad del

marcaje también queda expuesta en la misma tabla con caracter de elevada
variabilidad.

TABLA XXII
ESTADIAJES
CARCINOMAS EPIDERMOIDES ADENOCARCINOMAS
ESTADIAJE I Il lla b I I 1l Illa | 1b [\
PTETAL 29 10 9 1 2 11 1 11 0 2
16 9 6 1 1 3 0 4 0 1
+
(55.2%) | (90.0%) | (66.7%) | (100.0%) | (50.0%) | (27.3%) | (0%) | (36.4%) (50.0%)
8 1 1 0 1 7 1 6 * 1
5 0 2 0 0 1 0 1 * 0
+/-

N° Total Casos: N° de casos analizados y pertenecientes a cada estadiaje; (+): N° de casos altamente positivos en el
tejido tumoral; (-): N° de casos negativos o de baja positividad en el tejido tumoral; (+/-): N° de casos cuya
positividad (alta, baja o negativa) varia dependiendo de la intensidad del marcaje adjudicada cuando esta era
altamente variable de + a +++. Entre paréntesis se define el nimero de casos altamente positivos para la proteina HSP
27 expresado de forma porcentual.
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FIGURA 12:

CARCINOMAS EPIDERMOIDES ADENOCARCINOMAS

100-

I Illa 1lb v

| Il Illa 11b v

H+ O- Wm+/- m+O- W+/-

Positividad para HSP 27 en funcion del estadiaje. +: Tumores altamente positivos para HSP 27; -: Tumores
negativos o débilmente positivos para HSP 27; +/-: Tumores + 0 - para HSP 27 en funcion de la intensidad de

marcaje adjudicada cuando esta era altamente variable de + a +++. Datos expresados de modo porcentual.

El 27.6% (8/29) de los carcinomas epidermoides con un estadiaje | fueron
negativos o débilmente positivos en la demostracion de la proteina HSP 27. Por
su parte, el 10% (1/10) de los de estadiaje 11, el 11.1% (1/9) de los estadificados
como llla, el 0% (0/1) de los llamados Il1b y el 50% (1/2) de los carcinomas de
células escamosas de estadiaje 1V demostraron ser negativos o de positividad
debil para la proteina de choque termico de bajo peso molecular. asiLa xxi
(FIcUra 12). Tales resultados nos llevan a concluir que el grado de estadificacion de
los tumores diagnosticados como carcinomas epidermoides debe influir en la
capacidad de expresion de la proteina HSP 27. Los tumores de bajo estadiaje

sufren pérdida de expresion para la proteina de bajo peso molecular. Por su parte,
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el estadistico aplicado fue incapaz de demostrar la existencia de asociacién entre

las dos variables consideradas (p>0.05).

Fijando nuestra atencion en las neoplasias clasificadas como adenocarcinomas
notamos que tan solo el 27.3% (3/11) de las estadificadas como | muestran una
elevada positividad para la proteina HSP 27. Por otra parte, la Gnica muestra
considerada entre los adenocarcinomas de estadio Il resultd ser negativa.
Asimismo, el 36.4% (4/11) de los tumores de igual tipo histolégico si bien de
estadiaje Illa manifestd una pronunciada inmunolocalizacion de HSP 27. Por
ultimo, el 50% (1/2) de los adenocarcinomas estadificados como IV demostro
una amplia distribucion de la misma proteina de estrés. Considerando
exclusivamente los estadiajes méas representativos debido al mayor nimero de
casos integrantes podriamos deducir de nuevo gue los tumores de estadiaje mas
alto son capaces de mostrar una mayor positividad para la proteina HSP 27.
(TABLA xx11) (FIGURA 12). Sin embargo, las diferencias halladas podrian ser explicadas

por el azar (p>0.05).

Por otra parte, una detenida observacion de la tabla XXII nos lleva a determinar
que los niveles de expresion proteica manifestados en los carcinomas
epidermoides son bien diferentes de los valores contemplados entre las
neoplasias clasificadas como adenocarcinomas. Y es que, los carcinomas
epidermoides de estadiaje | muestran una elevada inmunolocalizacion proteica
con un promedio que dobla los valores manifestados entre los adenocarcinomas
del mismo estadiaje. Un comportamiento similar distingue a los tumores de

estadiaje Illa.
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Siguiendo la misma dindmica de trabajo aplicada hasta el momento nos

disponemaos a valorar la posible relacion que pudiera existir entre la expresion de

la proteina de estrés de bajo peso molecular y los estados de supervivencia

estimados. Como apoyo para tal andlisis nos valemos de las tablas de

contingencia XXIIl y XXIV. Al mismo tiempo, la figura 13 nos ofrece una

representacion grafica de los resultados mas relevantes.

TABLA XXIII

ESTADOS DE SUPERVIVENCIA

CARCINOMAS EPIDERMOIDES

ADENOCARCINOMAS

ESTADO VIVOS VIVOS
DE MUERTOS MUERTOS
SUPERVIVENCIA LIBRES DE LIBRES DE
ENFERMEDAD RECIDIVANTES ENFERMEDAD RECIDIVANTES
CASOS +/N°
TOTAL 18/18 5/5 26/28 10/11 1/2 7112
a : 5-1009 : 60-1009 : 5-1009 : 5-1009 : 9 : 5-809
% CELULAS R 5 10(3)& R 60 1(3)0/0 R 5 10(1A3 R 5 10(3)& R 1000An R 5 80?
MARCADAS &: 53.05% &: 86.00% &:60.19% &: 46.00% &: 100% &:28.57%
o: 33.65% c: 16.73% c:40.18% c: 39.14% c: 0% c: 31.05%
3+ 0 + 4 + 1+ 0 + 2+
0 ++ 0 ++ 2 ++ 2 ++ 0 ++ 2 ++
3 +++ 0 +++ 3 +++ 1 +++ 0 +++ 0 +++
INTENSIDAD 1 +/++ 0 +/++ 2 A+t 1 +++ 0 +/++ 0 +/H++
T +++++ 1 ++/+++ 10 ++/+++ |3 ++/+++ 0 ++/+++ 2 +H[+++
4 +[+++ 4 +[+++ 5 +/+++ 2 +H+++ 1 +/+++ 1 +/+++

Casos +/N° Total: NUmero de casos que muestran marcaje para un determinado estado de supervivencia con

respecto del total; % Células Marcadas: Porcentaje de células que aparecieron marcadas por caso (R: Rango; &:

Media; : Desviacion Tipica); Intensidad: Intensidad de marcaje: + (débil), ++ (moderado), +++ (fuerte), +/++ (débil-

moderado), ++/+++ (moderado-fuerte), +/+++ (débil-fuerte).
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La proteina HSP 27 se pone de manifiesto en la totalidad de los carcinomas
epidermoides correspondientes a pacientes vivos (libres de enfermedad y
recidivantes). La media de células neoplasicas tefiidas para el marcador de bajo
peso molecular es del 53.05% (0c=33.65%) para los individuos libres de
enfermedad y del 86% (c=16.73%) para los recidivantes. Tan solo dos muestras
diagnosticadas como carcinomas epidermoides eludieron la presencia del
antigeno correspondiéndose con pacientes que murieron a consecuencia del
tumor. El porcentaje medio de células marcadas para tal grupo fue del 60.19%
(0=40.18%). Un grado de significacion estadistica mayor de 0.05 nos lleva a
aceptar la hipétesis nula bajo cuyo enunciado el porcentaje medio de células
marcadas para HSP 27 no estd asociado al estado de supervivencia. Por otra
parte, la intensidad de expresion del marcador HSP 27 es altamente variable de

debil a fuerte en todos los estados de supervivencia estimados. (ragLa xxin.

10 de los 11 adenocarcinomas clasificados como vivos y libres de enfermedad
manifestaron tincion para la proteina de estrés HSP 27. EI promedio de células
neoplasicas marcadas para tal grupo fue del 46%. Por su parte, tan solo una
muestra de las dos correspondientes a pacientes recidivantes mostr6 marcaje
proteico. EI marcaje se extendidé al 100% de las células del tumor. 7 de los 12
adenocarcinomas correspondientes a pacientes que murieron muestran tincion
proteica con un porcentaje medio de células marcadas (§=28,57%) disminuido en
relacion con los estados de supervivencia mas favorables. Sin embargo, el
estadistico aplicado no fue capaz de demostrar los valores observados (p>0.05).
Una vez mas, la intensidad del marcaje resultd ser ampliamente variable en los

tres estados de supervivencia considerados. rasLa xxin).
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TABLA XXIV

ESTADOS DE SUPERVIVENCIA

VIVOS VIVOS
MUERTOS MUERTOS
LIBRES DE LIBRES DE
ENFERMEDAD | RECIDIVANTES ENFERMEDAD | RECIDIVANTES
18 5 28 11 2 12
11 5 17 5 1 2
(61.1%) (100%) (60.7%) (45.5%) (50%) (16.7%)
4 0 7 5 1 9
3 0 4 1 0 1

N° Total Casos: N° de casos analizados y pertenecientes a cada estado de supervivencia; (+): N° de casos altamente
positivos en el tejido tumoral; (-): N° de casos negativos o de baja positividad en el tejido tumoral; (+/-): N° de casos
cuya positividad (alta, baja o negativa) varia dependiendo de la intensidad del marcaje adjudicada cuando esta era

altamente variable de + a +++. Entre paréntesis se define el nimero de casos altamente positivos para la proteina HSP

27 expresado de forma porcentual.
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FIGURA 13:

CARCINOMAS EPIDERMOIDES ADENOCARCINOMAS

1004
801
601
40
201

V+T- V+T+ M V+T- V+T+ M

B+ @- O+/- 0+ 3- O+/-

Positividad para HSP 27 en funcién del estado de supervivencia. V+T-: Pacientes vivos y libres de enfermedad;

V+T+: Pacientes vivos con tumor recidivante; M: Muertos. +: Tumores altamente positivos para HSP 27; -: Tumores
negativos o débilmente positivos para HSP 27; +/-: Tumores + o - para HSP 27 en funcion de la intensidad de

marcaje adjudicada cuando esta era altamente variable de + a +++. Datos expresados de modo porcentual.

La tabla XXIV y figura 13 muestran los resultados obtenidos en términos de
positividad. Los carcinomas epidermoides diagnosticados sobre pacientes que
han evolucionado hasta un estado libre de enfermedad muestran una positividad
similar a los mismos tumores correspondientes a pacientes que murieron a causa
del tumor. Asi, el 61.1% (11/18) de los individuos libres de tumor mostraban una
positividad alta para la proteina de estrés HSP 27. De manera equiparable, el
60.7% (17/28) de los pacientes que murieron manifestaron un alto grado de
positividad para el mismo antigeno. Sin embargo, el 100% (5/5) de los
individuos recidivantes exhibiéo una positividad elevada correspondiente al
marcador de 27 kD. En este caso, el test de Chi-cuadrado aplicado no fue capaz

de demostrar la hipdtesis alternativa (p>0.05).
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Seguidamente interpretamos los resultados que hacen referencia a los casos
clasificados como adenocarcinomas. De este modo hallamos una elevada
positividad para HSP 27 en el 455% (5/11) de los adenocarcinomas
diagnosticados sobre pacientes que evolucionaron hasta un estado libre de
enfermedad. Asimismo, el 50% (1/2) de los individuos recidivantes manifestd
una elevada tincion en términos de extension e intensidad. Por Gltimo, se estima
que tan solo el 16.7% (2/12) de los individuos que murieron a consecuencia del
tumor ofrecieron muestras de elevada positividad tumoral. ragLa xxiv) (FIGURA 13).
Los datos obtenidos nos llevan a estimar que al menos en adenocarcinomas la
pérdida de expresion se asocia con los estados de supervivencia menos
alentadores a pesar de que desde el punto de vista estadistico los resultados no

fueran significativos (p>0.05).
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3.3.-DIFERENCIAS DE INMUNOMARCAJE ENTRE TEJIDO
BRONCOPULMONAR NORMAL Y NEOPLASICO:

TABLA XXV
CASOS +/ | % CEL. MARCADAS INTENSIDAD
N° TOTAL R (%) | X (%) | c (%) | + | ++ l +++ | +/++ | ++[+++ | +/+++
TEJIDO TUMORAL 89/90 10-100 | 86.06 | 23.72 | 14 9 5) 35 11 15
Epitelio Bronquial 13/14 10-100 | 62.69 | 27.43 6 2 1 0 3 1
Células Caliciformes 0/14 - - - - - - - - -
TEJIDO Células Basales 3/14 20-80 46.66 | 30.55 1 0 0 0 2 0
NORMAL Glandulas Serosas 5/13 5-70 33.00 | 2439 | 4 0 0 1 0 0
CENTRAL Glandulas Mucosas 4/13 15-100 | 46.25 | 39.02 3 0 0 0 0 1
Células Ductales 10/14 5-100 | 35.00 | 29.34 | 5 1 1 2 1 0
Células Basales Ductales 0/14 - - - - - - - - -
Mousculo Bronquial 6/10 10-70 | 35.83 | 25.38 | 6 0 0 0 0 0
Epitelio Bronquiolar 35/38 5-100 | 49.85 | 25.04 | 12 7 4 2 8 2
Células Caliciformes 0/38 - - - - - - - -
TEJIDO Células Reserva 0/4 - - - - - - - - -
NORMAL Neumocitos Tipo | 0/51 - - - - - - - - -
PERIFERICO Neumocitos Tipo Il 32/51 560 | 1859 | 1551 | 17 | 5 0 8 0 2
Macréfagos Alveolares 0/51 - - - - - - - - -
Capilares Septales 0/51 - - - - - - - - -

Marcaje para HSP 70 en tejido pulmonar neoplasico y normal. Casos +/N° Total: Ndmero de casos que muestran marcaje con
respecto del total; % Células marcadas: Porcentaje de células que aparecieron marcadas por caso (R: Rango; X: Media; o:

Desviacion tipica); Intensidad: Intensidad del marcaje: + (débil), ++ (moderada), +++ (fuerte), +/++ (débil-moderada), ++/+++

(moderada-fuerte), +/+++ (débil-fuerte).

Un total de 89 tumores de los 90 analizados mostraron inmunomarcaje para la
proteina HSP 70. Tal valor se corresponde con una frecuencia de expresion del
98.9%. El porcentaje medio de células neoplasicas marcadas por caso fue del
86.06%. Por otra parte, 14 tumores mostraron una intensidad de tincién débil, 9
moderada, 5 fuerte, 35 débil-moderada, 11 moderada-fuerte y 15 débil-fuerte.
Los mismos valores de frecuencia, extension e intensidad han sido estimados en

cada una de las estructuras broncopulmonares normales consideradas de forma
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habitual en este trabajo. La proteina HSP 70 ha sido demostrada con una elevada
frecuencia de expresion en determinadas estructuras normales (epitelio ciliado de
vias aéreas gruesas, epitelio no mucosecretor de vias aereas finas, células
ductales, musculo bronquial y neumocitos tipo Il). Sin embargo, y en ningin
caso, se sobrepasaron las estimaciones realizadas sobre el tejido tumoral. Del
mismo modo, los tejidos normales expresan la proteina de 70kD con una menor
extension que los tejidos neoplésicos. El epitelio ciliado bronquial constituye la
estructura normal con mayor extension de marcaje. No obstante, el porcentaje
medio de células ciliadas marcadas no sobrepasa la media estimada sobre los
tumores. Por otra parte, evaluamos la intensidad con que fue demostrada la
proteina de elevado peso molecular. Como resultado de tal valoracion
demostramos que los tejidos neoplasicos manifiestan la proteina HSP 70 con una

mayor intensidad de tincién que las estructuras broncopulmonares normales.

(TABLA XXV).
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TABLA XXVI
CASOS +/ % CEL. MARCADAS INTENSIDAD
NCTOTAL | R(%) [ X (%) |6 ©@6) | + | ++ [+++] 410+ [ 44/ [ 4144+
| TEJIDO TUMORAL [ 7790 [ 5100 [5590[3816[ 13 ] 7 [ 7 [ 5 [ 23 [ 22 |

Epitelio Bronquial 2/21 10 10.00 | 0.00 1 1 0 0 0 0
Células Caliciformes 0/21 - - - - - - - - -
TEJIDO Células Basales 12/21 5-70 30.83 | 2271 | 9 1 1 1 0 0
NORMAL Glandulas Serosas 2/14 5-10 7.50 3.53 2 0 0 0 0 0
CENTRAL Glandulas Mucosas 1/14 10 10.00 | 0.00 1 0 0 0 0 0
Células Ductales 6/14 10-50 | 30.83 | 18.00 | 3 0 1 2 0 0
Células Basales Ductales 1/14 80 80.00 | 0.00 0 0 1 0 0 0
Musculo Bronquial 10/13 10-90 | 56.00 | 2951 | 5 4 0 1 0 0
Epitelio Bronquiolar 22/41 5-70 24,09 | 20.73 | 16 1 0 4 1 0
Células Caliciformes 0/41 - - - - - - - -
TEJIDO Células Reserva 0/2 - - - - - - -
NORMAL Neumocitos Tipo | 0/60 - - - - - - - - -
PERIFERICO Neumocitos Tipo Il 28/60 570 | 1696 | 1712 | 19 | 4 1 4 0 0
Macréfagos Alveolares 1/60 70 70 0.00 1 0 0 0 0 0
Capilares Septales 1/60 35 35 0.00 0 1 0 0 0 0

Marcaje para HSP 27 en tejido pulmonar neoplasico y normal. Casos +/N° Total: Ndmero de casos que muestran marcaje con
respecto del total; % Células marcadas: Porcentaje de células que aparecieron marcadas por caso (R: Rango; X: Media; o:

Desviacion tipica); Intensidad: Intensidad del marcaje: + (débil), ++ (moderada), +++ (fuerte), +/++ (débil-moderada), ++/+++

(moderada-fuerte), +/+++ (débil-fuerte).

La proteina HSP 27 ha sido inmunolocalizada en 77 tejidos tumorales de los 90
analizados (85.6%). La misma proteina ha sido demostrada en ciertas estructuras
broncopulmonares normales. No obstante, queda claramente definida una menor
frecuencia de marcaje sobre estas ultimas. Por otra parte, hemos valorado la
extension del marcaje. Los tejidos neoplasicos mostraron un promedio de células
marcadas por caso del 55.90%. En ningln caso las estructuras normales
superaron tal valor. Igualmente hemos evaluado la intensidad del marcaje tanto
en tejidos tumorales como normales. Asi, 13 neoplasias mostraron una intensidad
de tincion débil, 7 moderada, 7 fuerte, 5 débil-moderada, 23 moderada-fuerte y
22 debil-fuerte. Sin embargo, el nimero de casos con intensidad de tincion débil

es mayor sobre las estructuras broncopulmonares normales. (tagLa xxvi).
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Con estos resultados demostramos la existencia de una marcada diferencia de
inmunomarcaje entre tejidos tumorales y normales. Los tejidos neoplasicos
exhiben las proteinas de choque térmico de 70 y 27kD con mayor frecuencia,
extensién e intensidad que cada una de las estructuras broncopulmonares

normales consideradas en este trabajo.
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IV.-DISCUSION

En esta seccion reflexionaremos a cerca de los datos que han quedado reflejados
en apartados previos para seguidamente contrastarlos de una manera razonada y
argumentada con las opiniones e hipdtesis de otros autores. El ultimo paso sera
obtener unas conclusiones que resuman claramente las nuevas aportaciones que

este trabajo puede afiadir a la informacion recogida hasta ahora en la literatura.

4.1.-ANALISIS DE ___1LOS PROCEDIMIENTOS _ TECNICOS
UTILIZADOS:

Algo que parece claro es que en funcion del empleo de unos materiales y
métodos u otros ante la puesta en marcha de una técnica (en nuestro caso
inmunohistoquimica) los resultados obtenidos podran verse afectados en mayor o
menor medida. Por esta razon es importante hacer siempre y en primer lugar una
valoracion exhaustiva de los protocolos, materiales, sistemas e incluso
procedimientos de valoracion de los resultados que mejor se integren en el
trabajo a realizar. En todo estudio inmunohistoquimico valoraremos cuales son
los fijadores, anticuerpos, sistemas de deteccion, etc. que proporcionan los
resultados méas reales. Sin embargo y para llegar hasta este punto habremos
determinado con antelacion cual es la técnica mas adecuada en el desarrollo de
cada tesis. La eleccion en nuestro caso de la inmunohistoquimica ha implicado

valorar cuales son las ventajas y desventajas que nos ofrece la técnica.
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La integracion de las técnicas inmunohistoquimicas en los laboratorios de
Anatomia Patoldgica ha supuesto un avance importante, sobretodo ante la
aparicion de un gran namero de constituyentes celulares considerados como
antigenos o marcadores tumorales, cuya deteccion en ciertas medidas e
intensidades sobre algunas estructuras tisulares parece ser fundamental para
obtener un diagnoéstico acertado. Las técnicas inmunohistoquimicas aplicadas en
patologia tumoral pueden contribuir a conocer mejor la histogénesis de las
neoplasias, realizar subclasificaciones taxonomicas de los distintos tipos
tumorales, sefialar el posible caracter funcional de una lesion tumoral indicando
los productos que segrega e identificar probables agentes etioldgicos (virus) todo

ello utilizando amplios paneles de anticuerpos. sy,

Las proteinas de choque térmico a las que dedicamos nuestra atencion en este
trabajo han sido investigadas a lo largo de la literatura a través del empleo de
muy diferentes técnicas. Sin embargo, la inmunohistoquimica es capaz de
prestarnos algunas informaciones a cerca de tales antigenos que otras técnicas no
ofrecen. Sin duda, la ventaja mas destacada que nos aporta la
inmunohistoquimica es el hecho de poder llevar a cabo un estudio morfolégico
del patron de marcaje obtenido (localizacion intracelular, distribucion,
intensidad, porcentaje de células positivas, etc.). Asi, los métodos

inmunohistoquimicos se establecen como técnicas de inmunolocalizacion. «s7)

Thor A. y sus colaboradores llevan a cabo el analisis de la proteina HSP 27

sobre carcinomas primarios de mama a tres niveles:

= Deteccion del ARNm HSP 27 a través de técnicas Northern Blots.

= Deteccion de la proteina HSP 27 por andlisis Western Blots.
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= Analisis inmunohistoquimico de la proteina HSP 27 a partir de cortes

histologicos fijados en formalina y embebidos en parafina.

Los dos primeros ensayos aplicados en el trabajo de Thor A. ofrecian datos
semicuantitativos ante la visualizacion directa de los Northern y Western Blots
seguida de una confirmacion de los resultados por densitometria. Paralelamente
los analisis inmunohistoquimicos permitian mostrar el porcentaje de células
inmunoreactivas asi como la intensidad del marcaje a través de la visualizacion
directa de la inmunotincion proteica en las células. Ademas, la deteccion
inmunohistoquimica de HSP 27 fue consonante con la determinacién de su
expresion tanto por Northern como por Western Blots. Los resultados obtenidos
con los tres métodos fueron concordantes y confirmaban la sensibilidad del

procedimiento inmunohistoquimico. «g7).

No obstante, las ventajas de las técnicas inmunohistoquimicas son a veces
debatidas. Bonay M. y su grupo combinan técnicas inmunohistoquimicas e
inmunoelectroforéticas para evaluar la distribucion de los 2 miembros de la
familia HSP 70 (HSP 72/inducible y HSP 73/constitutiva) en pulmén humano.
Ambas técnicas dan similares resultados para la proteina HSP 72/inducible. Sin
embargo, mientras todas las muestras neoplasicas fueron positivas para la
proteina HSP 73/constitutiva mediante técnicas inmunoelectroforéticas el mismo
antigeno no fue detectado en ningin caso por inmunohistoquimica. Quizas, el
bloqueo por medio de la interaccion con otras proteinas del epitopo implicado en
el reconocimiento inmunohistoquimico de la proteina HSP 73/constitutiva pueda

justificar tal hecho. (s,
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En cualquier caso ventajas e inconvenientes se enfrentan en un tira y afloja que
muchas veces favorece la aplicacion de técnicas inmunohistoquimicas para
evaluar la expresion de HSP’s in situ frente a la opcion tomada por algunos
investigadores que se inclinan por la utilizacion de técnicas de biologia molecular

en el analisis de las mismas proteinas.

Una vez maés las técnicas inmunohistoquimicas nos ofrecen una nueva cualidad
a su favor consecuencia de las propiedades que aportan los 2 primeros pasos con
que debemos comenzar cualquier ensayo de este tipo: 1) fijacion de la pieza
evitando los procesos de autolisis y putrefaccién de la misma; 2) inclusion de la
muestra en un medio (parafina) que ofrezca una consistencia suficiente como
para facilitar su manejo posterior en la obtencion de cortes finos. Los tejidos asi
procesados podran quedar archivados con el fin de llevar a cabo una rapida
aplicacion de las técnicas inmunohistoquimicas correspondientes sobre casos

antiguos cuando asi sea requerido. «(sy).

El proceso de fijacion del tejido debe ser elegido basandose en varios aspectos
como son el tejido a fijar, el tipo de inclusion a realizar, el anticuerpo con el que
se vaya a trabajar, etc. «,s7) Tras la realizacion de las probatinas correspondientes
combinando fijadores, pretratamientos, anticuerpos y sistemas de deteccion a la
vez que ajustando los tiempos y temperaturas de fijacion elegimos en nuestro
caso 2 tipos de fijadores quimicos: a) Formaldehido (el agente fijador
considerado como universal que actta por reticularizacion de las proteinas); b)

Liquido de Carnoy (una mezcla fijadora).

El formaldehido utilizado a una concentracion del 10% resulto ser el fijador

ideal en la aplicacion de las técnicas rutinarias de tincion con Hematoxilina y

143



DISCUSION

Eosina para el estudio morfolégico del tejido gracias a algunas de sus
caracteristicas. Es un fijador que conserva bien la estructura tisular, no endurece
excesivamente los tejidos y produce una retraccion escasa del mismo; tiene
accion desinfectante y se usa en el almacenamiento de biopsias y piezas
quirdrgicas resultando ser ademas un fijador econdmico. «sg. En la aplicacion
del analisis inmunohistoquimico para la deteccion de la proteina de choque
térmico HSP 27 también se emplearon muestras de tejido pulmonar fijadas en
formaldehido. Sin embargo, en el estudio del antigeno HSP 70 resultd ser mas
adecuado el empleo de la mezcla fijadora (Liquido de Carnoy). Cuando se trabaja
con anticuerpos monoclonales es importante tener en cuenta que la fijacion en
formaldehido puede establecer puentes quimicos con el antigeno impidiendo su
demostracion por lo que debe emplearse fijadores alternativos que no actten por
reticularizacion proteica. El Liquido de Carnoy mezcla en su composicion varios
agentes con propiedades fijadoras compensando las desventajas de algunos de
sus componentes con los beneficios de otros [etanol absoluto y cloroformo
(actban por deshidratacion); acido acético (actua por cambios en el estado

coloidal de las proteinas tisulares)]. sz

En inmunohistoquimica la fijacion y desnaturalizacion proteica estan
estrechamente relacionadas. Un objetivo fundamental a perseguir es el balance
entre la preservacion de la antigenicidad y la necesidad de conservar la
arquitectura tisular manteniendo las estructuras relevantes estables e insolubles
para que no sean barridas durante el procesamiento de las muestras. Una fijacion
insuficiente llevaria a la eliminacion de los antigenos solubles en los procesos de
lavado sin dejar opcion alguna para unir el anticuerpo. Por otra parte, los
fijadores extremadamente fuertes son potentes desnaturalizadores de las

proteinas y/o causantes de reacciones cruzadas, con lo cual obtendriamos una
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buena conservacion de la morfologia tisular a costa de la destruccién de muchos

determinantes antigenicos. «(zs7)

No solo es importante el hecho de elegir un fijador adecuado a nuestras
necesidades, sino que a veces resulta igual de relevante comprender que una
incorrecta manipulacion del mismo nos puede llevar a obtener resultados no
deseados. De este modo, debemos tener en cuenta que la penetracion del fijador
en el tejido es un proceso variable que depende de las caracteristicas del tejido y
del tiempo de actuacion del fijador. Para asegurar una profundidad de fijacion
correcta la pieza a fijar debe ser pequefia. Una inadecuada fijacion en este sentido
puede dejar areas inaccesibles en el tejido que resultardn en artefactos. Otro
factor que puede alterar la fijacion es la temperatura a la cual se lleve a cabo.
Usualmente, la fijacibn de muestras con agentes quimicos se realiza a
temperatura ambiente. Una fijacion a 4°C enlenteceria la autolisis del tejido y la
difusion de sus componentes celulares, sin embargo también frenaria la difusion

y accion del fijador. «s7)

En los estudios inmunohistoquimicos revisados no solo se ha encontrado la
utilizacion de fijadores  QUIMICOS  «(90,149,153,157,196,201,204,206,208,209,236,239,259)
(generalmente formol). A veces, la aplicacion de métodos de fijacidn fisicos
mediante congelacion sustituye a l0s primeros. «:o1207,237.260). Posiblemente la
congelacion como método de fijacion ofrezca una buena conservacion en la
composicion antigénica de los tejidos y aventaje asi a otros procedimientos que
puedan producir un enmascaramiento en este aspecto. A cambio la congelacion
requiere un alto grado de destreza técnica y la morfologia tisular que se obtiene

no es tan buena como la de las muestras fijadas en formol e incluidas en parafina.

*(257).
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De esta forma Ciocca DR. y su grupo llevan a cabo como parte de su trabajo un
estudio inmunohistoquimico comparativo sobre cortes obtenidos de biopsias
hepaticas fijadas en formaldehido y embebidas en parafina a la vez que sobre
secciones adquiridas tras la congelacién de las mismas biopsias. Ambos métodos
dan resultados similares. Sin embargo, los autores de tal estudio prefieren el
primer protocolo mediante el cual los detalles estructurales de los tejidos fueron
de mejor calidad. Ademas, la imbibicion de las muestras en parafina ofrece la
homogeneidad y dureza necesarias para una obtencion y manipulacion sencilla
de secciones seriadas, finas y de calidad con el fin de evaluar en ellas diferentes

inmunoreactividades. gg).

Previamente a la imbibicion de los tejidos en parafina y como parte del proceso
de inclusion es necesario llevar a cabo una deshidratacion correcta de la muestra
mediante su inmersion en sucesivos bafios de alcoholes de grado creciente que
extraigan el agua de los espacios intra- y extracelulares con el fin de obtener una
ocupacion completa de estos mediante la consecutiva impregnacion de las
muestras en parafina. EI proceso de deshidratacion en alcoholes completara de
algn modo la fijacién de las muestras pequefias aunque no las grandes debido a
la lenta velocidad de penetracion de los alcoholes. Por otra parte, una
deshidratacion brusca provocara la retraccion del tejido alterando la imagen
histologica final. Ademas, el tiempo de deshidratacion asi como el volumen de
los bafios deberan ser elegidos en funcion del volumen y contenido en agua de la
muestra. EI empleo de agentes deshidratantes que no son miscibles con la
parafina hace necesaria la utilizacion de liquidos intermediarios en el proceso de
aclaramiento o desalcoholizacion del tejido que se elegiran en funcion de su
rapidez y facilidad para eliminar el deshidratante de la muestra asi como por su

toxicidad. «s7). En este sentido, el agente aclarante elegido para nuestro trabajo
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(Ultraclear) reemplaza al tradicional xileno retirado por su elevado grado de

toxicidad.

Los mismos factores se deberdn tener en cuenta a la hora llevar a cabo el
proceso inverso de aclaramiento e hidratacion de los cortes en la fase de
desparafinacion previa a la aplicacion de la técnica de tincion rutinaria o

inmunohistoquimica que corresponda. «(s7).

A la hora de elegir un medio de inclusién adecuado cabria pensar que es
importante tener en cuenta algunas caracteristicas como su punto de fusion. El
punto de fusion de las ceras que habitualmente se emplean en la imbibicion de
tejidos suele ser de aproximadamente 55°C y muchas proteinas se desnaturalizan
a esta temperatura. Sin embargo, el calor justifica poco el enmascaramiento de
algunos determinantes antigénicos y no hace a las parafinas responsables de que
algunos anticuerpos no actden satisfactoriamente en el marcaje de los antigenos
correspondientes. Hay que saber que los determinantes antigénicos que queden
enmascarados de algin modo pueden ser revelados por el tratamiento de los

cortes con calor en microondas, ollas o autoclaves. (s,

Sin embargo, es importante tener en cuenta en cualquier estudio
inmunohistoquimico que el reconocimiento del antigeno proteico a examinar
mediante la utilizacion de anticuerpos es fuertemente dependiente de la
complementariedad estérica y especifica existente en la union antigeno-
anticuerpo. Esta observacion es de gran importancia practica si consideramos que
en general cualquier agente quimico (fijadores, deshidratantes, medios de
inclusion, aclarantes,...) o fisico (pH, tiempo, volumen,...) que intervenga en el

procesamiento de la muestra puede llevar a un enmascaramiento o
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desnaturalizacién con la consiguiente pérdida de la conformacién del antigeno a
estudiar. Si ademas, tenemos en cuenta que muchos anticuerpos para la forma
nativa de una proteina no reaccionan con formas desnaturalizadas de la misma
debido al impedimento estérico mencionado los resultados que obtendriamos si
pasaramos por alto la valoracién de estos factores quedarian muy lejos de lo que

cabria esperar. «s7)

Introduciéndonos en lo que se refiere a la aplicacion de la tecnica
inmunohistoquimica propiamente dicha quizds uno de los puntos mas
importantes a tener en cuenta sea la eleccion de un anticuerpo adecuado a los
fines que pretendemos. Hoy en dia, caracteristicas como la especificidad y
afinidad de los anticuerpos a emplear pueden seleccionarse de acuerdo con las

necesidades particulares de cada estudio.

Sin duda, el desarrollo de una técnica para la produccion de anticuerpos
monoclonales por Koéhler y Milstein (1975) a través de la construccion de
hibridomas fabricantes de anticuerpos de especificidad predefinida justificé el
Premio Nobel en Fisiologia y Medicina que recibieron en 1984. La aplicacion de
anticuerpos monoclonales como marcadores inmunohistoquimicos ha tenido un
impacto revolucionario en el diagndstico morfoldgico en general y en el de la
patologia neoplésica en particular. El disponer de anticuerpos monoclonales
especificos ha facilitado notablemente la identificacion de productos celulares o
de marcadores superficiales. Frente a los anticuerpos policlonales, los
monoclonales dirigidos contra un Unico epitopo antigénico nos permiten hoy en
dia detectar y diferenciar muy diversas proteinas tisulares con una gran
especificidad aungue a veces sus secuencias de aminoacidos muestren una

elevada homologia. Quizés, esta Gltima caracteristica haga a los anticuerpos
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monoclonales los candidatos mas adecuados en el estudio de las numerosas
proteinas de choque térmico altamente conservadas a lo largo de las especies y
hasta ahora identificadas. Sin embargo, cabria pensar que el hecho de estudiar
proteinas con secuencias de aminoacidos muy similares entre diferentes especies
pudiera suponer una dificultad a la hora de inmunizar a los animales (ratones) en
el protocolo de produccion de los anticuerpos. Las proteinas con secuencias
altamente conservadas tienden a ser menos inmunogénicas o dicho en otras
palabras, es méas facil obtener respuestas inmunoldgicas fuertes cuando el
inmundgeno difiere estructuralmente de los componentes del organismo a
inmunizar. Pero el uso en muchos casos de adjuvantes inmunologicos como el

de Freunds’s puede ocasionar la potenciacién de una respuesta inmunoldgica.

*(261).

Las proteinas de choque térmico analizadas en este trabajo (HSP 70 y HSP 27)
fueron detectadas mediante la aplicacidon de anticuerpos monoclonales como ya
ha quedado reflejado en ocasiones anteriores. En el protocolo de deteccién del
antigeno HSP 70 se empled un anticuerpo monoclonal con especificidad por las 2
formas de la proteina (HSP73/costitutiva y HSP72/inducible). Sin embargo, la
amplia variedad de anticuerpos monoclonales que hoy dia ofrece el mercado ha
permitido en ocasiones detectar una sola de tales formas de manera diferenciada.
Asi, el anticuerpo monoclonal y comercial C92 reconoce exclusivamente la
forma inducible. x5 La capacidad de los anticuerpos monoclonales para anclar
solamente un determinante antigénico identificativo de una proteina concreta
supone una ventaja considerable frente a los anticuerpos policlonales incapaces
de discriminar determinantes antigénicos diferentes dentro de una misma
molécula. En consecuencia, la especificidad de los dltimos es generalmente

menor a la vez que el riesgo de producir reacciones cruzadas inespecificas puede
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verse incrementado. Sin embargo, es necesario tener en cuenta a la hora de
trabajar con anticuerpos monoclonales que estos no quedan en absoluto exentos
de originar reacciones cruzadas frente a antigenos relacionados estructuralmente
con el antigeno problema. La posible aparicion de reacciones cruzadas entre
antigenos y anticuerpos puede conducir al desarrollo de falsos positivos que
repercutiran sin duda en la valoracion e interpretacién final de los resultados. Las
reacciones de este tipo suponen wuna limitacién para los anticuerpos

monoclonales. «(e1).

Ante la posibilidad de desnaturalizarse ciertos antigenos en el procesamiento de
las muestras, sobretodo debido a la utilizacion de fijadores no apropiados o de
manera inadecuada, los sueros policlonales aventajan a los monoclonales. Los
primeros sueros contendrian anticuerpos individuales capaces de reconocer
diferentes epitopos del antigeno problema estén o no desnaturalizados. Sin
embargo la situacion para los anticuerpos monoclonales no es asi. Algunos
anticuerpos monoclonales reconocen solo la proteina antigénica nativa, mientras
que otros reaccionan con la desnaturalizada. Los anticuerpos monoclonales que
reaccionan con el anticuerpo desnaturalizado son particularmente Utiles en
inmunohistoquimica, sin embargo no todas las formas de desnaturalizacion
conducen a la misma estructura final. Asi, la eficacia que se obtenga en la
utilizacion de un anticuerpo monoclonal junto a un determinado proceso de
fijacion debe ser determinada. Una manera racional de proceder ante la eleccion
de un anticuerpo monoclonal adecuado podria radicar en la utilizacion de
anticuerpos producidos por inmunizacion con antigenos tratados en el mismo
fijador empleado para el procesamiento basico de los tejidos a analizar. Si las
muestras a analizar estan fijadas en formol empleariamos un anticuerpo

monoclonal obtenido a partir de inmunizaciones con el antigeno que buscamos
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tratado con formol. Sin embargo, una estrategia mas comun se basa en probar
una variedad de diferentes anticuerpos monoclonales con el fin de encontrar uno
que funcione correctamente en tejidos tratados con el fijador que empleemos
habitualmente o experimentar con diferentes procedimientos de fijacion de los
tejidos con el fin de encontrar un punto intermedio entre la morfologia tisular y
su antigenicidad. Hoy en dia se dispone en el mercado de muchos anticuerpos
monoclonales que trabajan de una manera dptima en secciones fijadas en formol

y embebidas en parafina. «s).

Es importante tener en cuenta las condiciones fisicas ante las cuales llevamos a
cabo la aplicacién de un anticuerpo. Un factor a considerar son los tiempos de
incubacidn de los anticuerpos dependientes a su vez de la cinética de union de los
anticuerpos a sus antigenos. Resulta imprescindible mantener los tiempos de
incubacidn constantes de un experimento a otro, ya que pasar por alto este punto
puede tener como consecuencia errores en la interpretacion de los resultados.
Parece claro que la cinética de asociacion de antigenos y anticuerpos esta
limitada por algo mas que por simple difusion. La formacién y disyuncion de
complejos antigeno-anticuerpo esta claramente sujeta a cambios en la
temperatura, pH, adicién de desnaturalizadores, etc. Es posible tener una
interaccién antigeno-anticuerpo de alta afinidad aunque podria romperse
facilmente ante un minimo cambio en las condiciones fisicas del medio de

reaccion. «().

Muchas de las ventajas que ofrecen los anticuerpos monoclonales frente a los
policlonales derivan de su sistema de produccién. Ahora, es posible obtener
anticuerpos monoclonales exquisitamente especificos y de gran pureza sin

requerir para ello el uso de antigenos altamente purificados en la inmunizacion.
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Por otra parte, los cultivos permanentes permiten proporcionar el anticuerpo en
cantidades ilimitadas. Ademas, la homogeneidad que muestran los anticuerpos
monoclonales hace que a diferencia de los policlonales no varien con cada

inmunizacion o sangria realizada al animal. «g1)

Aunqgue no suele ser lo habitual en algunas ocasiones el empleo de anticuerpos
comerciales es sustituido por la propia produccion y caracterizacion de los
antisueros por parte del mismo laboratorio que los requiere. Omar R. y sus
colaboradores llevan a cabo un trabajo de deteccidon de la proteina de choque
térmico HSP 70 en biopsias hepéticas. En la parte experimental de este estudio
ponen en marcha el desarrollo de un anticuerpo policlonal por tecnologia
convencional y dirigido hacia la deteccion de la proteina de choque térmico en
cuestion. «qq). Sin embargo, la aplicacion de una tecnologia de este tipo supone la
obtencion de un inmundgeno, preparacion del adyuvante a emplear como
potenciador de la respuesta inmune, inmunizacién de los animales, generacion de
hibridomas, seleccion del clon deseado en el caso de la produccion de
anticuerpos monoclonales, crecimiento en cultivos o animales, purificacion de
los anticuerpos, caracterizacion adecuada de la especificidad del nuevo
anticuerpo producido y todo ello junto con la aplicacion de las técnicas
correspondientes y a veces bastante laboriosas que conlleva la ejecucion de todos
estos pasos como son técnicas de radioinmunoensayo, inmunoprecipitacion,
imunofluorescencia, ELISA, cromatografia de afinidad, analisis Western Blots,
etc. La gran comodidad, calidad y oferta que hoy en dia muestra el mercado en
cuanto a anticuerpos comerciales nos permite salvar las dificultades que se nos
puedan plantear a la hora de elaborar los anticuerpos con nuestros propios

medios. (1),
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No solo la eleccion de un anticuerpo es importante a la hora de poner en marcha

una técnica. La eleccion de un sistema adecuado para la deteccion de antigenos

puede llegar a ser igual de esencial. El analisis inmunohistoquimico de tincion

para la demostracion de las proteinas a estudiar en este trabajo se llevé a cabo por

la Técnica Streptavidina-Fosfatasa Alcalina (un método indirecto en 3 pasos).

Existen mdltiples variantes en cuanto a los posibles sistemas de deteccion que

se pueden aplicar a la hora de realizar un estudio inmunohistoquimico. Sin

embargo, basicamente se pueden reunir en 2 grupos. Son:

METODOS DIRECTOS: Se trata de la variante mas sencilla. Consiste en la
aplicacion directa sobre el tejido de un anticuerpo marcado dirigido contra el

antigeno que se pretende localizar. «s).

METODOS INDIRECTOS: En este caso se aplican sobre la muestra 2
anticuerpos: a) un anticuerpo primario no marcado y especifico del antigeno
que se pretende localizar; b) un segundo anti-anticuerpo marcado dirigido
contra el primero y desarrollado en una especie animal diferente a la
empleada en la produccion del anticuerpo primario. Dentro de los métodos
indirectos también se incluyen aquellos que, en el caso de que el anticuerpo
secundario no esté conjugado con ningun marcador, emplean un anticuerpo
terciario dirigido contra el secundario y desarrollado en la misma especie
animal destinada a la obtencion del primero. En este Gltimo caso el anticuerpo

terciario estaria marcado. sz

La eleccion de un método u otro debe realizarse tras la previa estimacion de las

ventajas que nos pueda aportar un sistema respecto al otro. La aplicacion de un
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método inmunohistoquimico directo puede resultar ser una técnica mas rapida en
su ejecucion al requerir una Unica incubacion, la llevada a cabo con el anticuerpo
marcado y especifico del antigeno que buscamos. Al mismo tiempo, el hecho de
emplear anticuerpos primarios marcados sin necesidad de realizar incubaciones
con otros anticuerpos reduce la posibilidad de que se establezcan uniones
inespecificas. Sin embargo, se debe tener en cuenta que la utilizacion de
anticuerpos primarios conjugados con marcadores puede ser un hecho arriesgado.
La manipulacion necesaria para marcar la molécula de inmunoglobulina puede
conducir a la alteracion de la misma y por lo tanto a la pérdida de su
especificidad. Ademas, cuando apliquemos métodos directos necesitaremos

tantos anticuerpos diferentes marcados como antigenos queramos demostrar.

*(257).

El desarrollo de los métodos inmunohistoquimicos indirectos aventaja a los
directos en cuanto a que no requieren el marcaje de anticuerpos primarios
evitando asi alteraciones en su especificidad. Las técnicas indirectas permiten
ademas emplear los mismos anticuerpos secundarios y terciarios (sistemas de
deteccion) para la demostracion de diferentes antigenos siempre y cuando sean
compatibles con la subclase de inmunoglobulina empleada como anticuerpo
primario. Estos sistemas ofrecen grandes incrementos en la sensibilidad debido a
que cada anticuerpo primario podra unir varios secundarios. Si se afiade un
anticuerpo terciario al desarrollo de la técnica la sensibilidad aumentaria aun
mas. Sin embargo, los aumentos excesivos en la sensibilidad pueden conducir a
un incremento en el riesgo de aparicion de uniones inespecificas y tinciones de
fondo. Tras la valoracion de ambos métodos inmunohistoquimicos, directos e
indirectos, los segundos podran resultar mas laboriosos pero sus ventajas

justifican el hecho de ser habitualmente los elegidos a la hora de trabajar. «(s7)
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Un hecho comudn e imprescindible en cualquier método inmunohistoquimico
que se aplique, independientemente del nimero de pasos o incubaciones que
realicemos, es que siempre se requerird un marcador acoplado al final de la
cadena de anticuerpos que conforma nuestro sistema y que nos permita de algin
modo visualizar la reaccion antigeno-anticuerpo que buscamos. Los marcadores
que se vienen aplicando mas frecuentemente son enzimas aunque la utilizacion
de otros marcadores como fluorocromos o sustancias radioactivas no ha quedado
en absoluto descartada. Sin embargo, el hecho de que los anticuerpos acoplados a
marcadores fluorescentes no permitan visualizar la reaccion antigeno-anticuerpo
a la vez que la arquitectura del tejido ha provocado un mayor impulso en el

empleo de anticuerpos marcados enzimaticamente. «(z3).

Las enzimas principalmente empleadas en estudios inmunohistoquimicos son la
peroxidasa (extraida del rabano) y la fosfatasa alcalina (aislada del epitelio del
intestino de ternera). En nuestro trabajo nos inclinamos por la utilizacion de la
fosfatasa alcalina. Sin embargo, la base funcional de ambas enzimas es la misma.
Se trata de la adicion de un substrato por el que la enzima tenga especificidad y
sea capaz de transformar en un producto. Este Gltimo consiste en un precipitado
insoluble que al reaccionar frente a un cromégeno afiadido nos proporcionara un

segundo producto coloreado que nos permite visualizar la reaccion. =ss). (Ficura

1).

La fosfatasa alcalina hidroliza ésteres de fosfato en un medio alcalino. En este
caso se emplea naftol-AS-fosfato como substrato para la enzima y sales de
diazonio tipo fast red TR o fast blue BB como agentes cromégenos. El resultado
es un producto coloreado rojo o azul, dependiendo del cromdgeno empleado,

pero siempre facilmente detectable y distinguible entre las estructuras tisulares.
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(FIcura 1). La mayor ventaja que nos ofrece la fosfatasa alcalina es que debido a
la escasa proporcion de tejidos que en condiciones normales contienen la enzima
(células del epitelio intestinal y algunos linfocitos B) no suele ser necesario
inhibir su actividad endégena. Aunque en el caso de ser requerido la actividad
enzimatica de la fosfatasa alcalina endogena podra ser completamente abolida
mediante el tratamiento de los tejidos con determinados agentes como el
levamisol. Por otro lado, el principal inconveniente de los métodos que utilizan la
fosfatasa alcalina como trazador es la necesidad de usar un medio de montaje
acuoso y no permanente para la confeccion definitiva de las preparaciones debido
a la solubilidad de los productos de la reaccion en alcoholes y solventes
organicos empleados normalmente en medios de montaje permanentes. La
utilizacion de un medio de montaje acuoso compite en desventaja con los medios
permanentes debido a su gran tendencia a secarse y su consiguiente crecimiento
microbiano. Ademas, no ofrece las propiedades Opticas Optimas cuando se

emplean objetivos de elevado poder de resolucion. «(z3).

A diferencia de la fosfatasa alcalina la peroxidasa enddgena esta presente de una
forma mucho mas extensa en la mayoria de las células, como las derivadas del
linaje mieloide, haciéndose casi imprescindible su bloqueo en la aplicacion de
técnicas inmunohistoquimicas. Asimismo, la peroxidasa enddgena es una enzima
bastante resistente y dificil de desactivar. Su bloqueo implica generalmente el
uso de agentes fuertemente oxidantes como el peréxido de hidrégeno pudiendo
causar la destruccion de los determinantes antigénicos deseados. Por otra parte,
las técnicas que emplean como enzima marcadora la peroxidasa utilizan
diaminobencidina (DAB) como cromdgeno, un compuesto considerado como
altamente cancerigeno que deberia manejarse con sumo cuidado y que al

oxidarse origina un producto insoluble de color marrén-pardo, un color mucho
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méas manifiesto en la naturaleza tisular que puede llegar a confundirse entre
algunas estructuras. gcura 1). A veces y en sustitucion de la DAB se emplea 3-
amino-9-etilcarbazol (AEC) una nueva enzima que da un producto de reaccion

rojizo. «(263).

FIGURA 1:

+E Cromédgeno

S 1EEmmm> P incoloro

P coloreado
+FA Fast Red/Blue
Naftol 112 BN b incoloro
P rojo/azul
+Peroxidasa DAB

H,0, 11 > H,0 + %2 O;

P marron-pardo

Reacciones catalizadas por las enzimas mas cominmente empleadas como marcadores en inmunohistoquimica. E:

Enzima; S: Sustrato; P: Producto; FA: Fosfatasa alcalina; DAB: Diaminobencidina.

De entre los diversos articulos revisados podemos observar que la utilizacion de
la enzima peroxidasa como marcador en trabajos inmunohistoquimicos esta

ampliamente extendida «(0.157,201,204,206,207,237,264y quedando algo mas restringido el
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empleo de la fosfatasa alcalina a pesar de sus provechosas cualidades

anteriormente discutidas. «152,156,239).

Hoy en dia las técnicas inmunohistoquimicas nos ofrecen un amplio abanico de
posibilidades a la hora de elegir un sistema adecuado a nuestras pretensiones. La
posibilidad de introducir mads o menos pasos diferentes en la cascada de
incubaciones dentro de los métodos inmunohistoquimicos indirectos, la
combinacion de una amplia variedad de anticuerpos distintos y todo ello junto al
hecho de poder escoger entre mas de una enzima marcadora ha repercutido en la
aparicion de maltiples sistemas inmunohistoquimicos de deteccion. Algunos de
los métodos mas cominmente empleados son: Sistema de Deteccion Peroxidasa
Anti-Peroxidasa (PAP), Fosfatasa Alcalina Anti-Fosfatasa Alcalina (APAAP),
Método Complejo Avidina-Biotina (ABC) y Sistema Streptavidina-Fosfatasa
Alcalina. En los cuatro casos se trata de métodos indirectos, sin embargo los dos
ultimos presentan una peculiaridad que ha supuesto sin duda una poderosa
ventaja frente al resto de los sistemas de deteccidn existentes hasta ahora. Se trata
de la introduccion en los sistemas multicapa de dos moléculas que han sido
utilizadas ampliamente en biologia: la avidina (o streptavidina) y la biotina. Asi,
basandose en la gran afinidad que poseen entre si ambas moléculas capaces de
formar un fuerte enlace irreversible y no inmune se han elaborado métodos

inmunohistoquimicos de excelente efectividad. «s)

La avidina es una glicoproteina extraida de la clara de huevo, mientras que la

streptavidina se obtiene a partir de la bacteria Streptomyces avidinii. A pesar de

sus diferencias en cuanto al origen ambas moléculas presentan estructuras
tetraméricas. Se trata de cuatro subunidades que conforman una estructura

terciaria con cuatro regiones hidrofébicas de union a la biotina. Sin embargo, el
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uso de la streptavidina ha sido difundido de una forma mucho mas extensa que el
de la avidina. La streptavidina muestra un punto isoeléctrico mucho mas cercano
a la neutralidad que la avidina y como consecuencia disminuye la probabilidad
de uniones inespecificas. Por el contrario, la naturaleza extremadamente basica
de la molécula de avidina puede causar su union electrostatica a estructuras
acidas como el ADN y de este modo potenciar la aparicion de uniones

inespecificas. (s,

Por otra parte, la biotina es una vitamina de la yema de huevo capaz de
conjugarse facilmente con anticuerpos y enzimas trazadoras a través de enlaces

covalentes. «eg),

Cuando estas moléculas (streptavidina y biotina) se introducen en los sistemas
de deteccion de antigenos tisulares nos encontramos con que la sensibilidad del
sistema aumenta considerablemente frente a otros métodos que no aprovechan

las propiedades ventajosas de tales moléculas. «(es)

Dentro de todos los métodos de deteccidn existentes nos interesa profundizar en
el seleccionado para la realizacion de este trabajo: LA TECNICA
STREPTAVIDINA-FOSFATASA ALCALINA. Se trata de un método indirecto
llevado a cabo en tres pasos. El primer paso como en cualquier otra técnica
inmunohistoquimica se remite a la aplicacion del anticuerpo primario dirigido
hacia el antigeno que deseamos poner en evidencia. Es importante aplicar el
anticuerpo primario en unas condiciones adecuadas. Por ello un anticuerpo que
se aplique por primera vez debe ser debidamente testado. El anticuerpo sera
probado a diferentes concentraciones y tiempos de incubacion. Las condiciones

de incubacion dptimas serdn aquellas que nos ofrezcan la maxima intensidad de
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marcaje con la minima tincion de fondo. Concentraciones excesivamente altas y
tiempos de incubacion demasiado largos provocan la aparicion de un marcaje
inespecifico ademas de no resultar ser un procedimiento econdémico. Por el
contrario, concentraciones bajas y tiempos de incubacion cortos podrian resultar
en intensidades de marcaje insuficientes. Ademas, se tendrd en cuenta que la
temperatura de incubacién influye de un modo directo sobre la reaccion de
reconocimiento entre antigenos y anticuerpos. Generalmente, los anticuerpos se
incuban a temperatura ambiente. Sin embargo, los tiempos de incubacion deben

disminuirse cuando se aplican a temperaturas altas y viceversa. =s.

El segundo paso de la Técnica Streptavidina-Fosfatasa Alcalina consiste en la
aplicacion de un anticuerpo secundario o puente. En nuestro caso se trata de una
anti-inmunoglobulina anti-raton IgG biotinada. El anticuerpo secundario debe
cumplir 2 caracteristicas esenciales. Por una parte, sera un anticuerpo originado
en una especie animal diferente a la empleada en la obtencion del anticuerpo
primario y ademas ambos anticuerpos (primario Yy secundario) deben
corresponder a la misma clase de inmunoglobulina. Asimismo, para la puesta en
marcha de nuestro sistema de deteccidn el anticuerpo secundario es modificado
en su region Fc (constante) sin efectos adversos para su afinidad de unién

mediante la adhesion de moléculas de biotina. «s7).

Siguiendo con el proceso y en una tercera incubacion se lleva acabo la
aplicacion de la enzima trazadora que nos permita poner en evidencia la reaccion
antigeno-anticuerpo. En verdad, se lleva a cabo la aplicacion de un complejo
Streptavidina-Fosfatasa alcalina. La conjugacion de la streptavidina a la enzima
fosfatasa alcalina permite que el complejo se una de una manera altamente afin e

irreversible a la biotina conjugada al anticuerpo puente previamente incubado. Es
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en esta union esencial entre Streptavidina y biotina donde reside la propiedad
mas ventajosa que nos ofrece la Técnica Streptavidina-Fosfatasa Alcalina. El
hecho de que la streptavidina posea cuatro regiones de unién a la biotina facilita
el acoplamiento entre ambas moléculas y por lo tanto el acercamiento entre la
fosfatasa alcalina y el suero secundario. Ademas, la conjugacion de la
streptavidina con la enzima tiende a ser optimizada por los laboratorios
fabricantes de tales conjugados para obtener la unién del maximo nimero de
moléculas de streptavidina a la enzima marcadora. El efecto es conseguir
importantes aumentos de la sefial generada a partir de la unidn antigeno-

anticuerpo. «es),
La adicién por ultimo de un substrato para la enzima empleada junto a un
cromoégeno adecuado nos permite visualizar la reaccion que nos interesa

mediante la formacion de un precipitado coloreado. «(s.

Un esquema nos ayudara a comprender mejor la base funcional del Sistema

Streptavidina-Fosfatasa Alcalina. gicura 2)
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FIGURA 2:

D APA
z X

/ ) K\ Anticuerpos 1° 6 2°
x Streptavidina
Fosfatasa-alcalina
_— Biotina
A Antigeno
— Tejido

Esquema sobre la base funcional del Sistema de Deteccion Streptavidina-Fosfatasa Alcalina.

Es importante tener en cuenta para obtener unos resultados satisfactorios la
realizacion de lavados en tampones que seran siempre posteriores a la incubacion
de cada uno de los sueros que formen parte de la técnica puesta en marcha. Los
lavados tienen como fin la eliminacién del exceso de suero no reaccionante que
halla podido quedar en los cortes y que de otra manera podrian dar lugar a la
aparicion de falsos positivos. Por otro lado, los lavados excesivos pueden
también de algun modo aunque infrecuentemente dificultar la técnica. Despegar
los cortes y romper uniones especificas arrastrando los componentes de las
mismas son algunas de las consecuencias posibles que puede conllevar la

realizacion de lavados descomedidos. «(s7),
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Uno de los pasos quizds mas criticos a la hora de desarrollar una técnica
inmunohistoquimica es el revelado, entendiendo como tal la aplicacion sobre los
cortes de un substrato para la enzima marcadora junto a un cromdgeno que nos
permita visualizar mediante un cambio de color la presencia del antigeno
problema. El tiempo de incubacion del sustrato + cromogeno, en nuestro caso
Naftol + Fast red, nunca puede ser predeterminado sino que variard de una
ocasion a otra en funcion de la velocidad de desarrollo del color. Por lo tanto, el
tiempo deberd juzgarse mediante la apariencia macroscopica del portaobjetos o
mejor bajo control microscopico mientras el substrato y cromdgeno estan
actuando. De este modo, la reaccion podra ser frenada en agua destilada en el
momento en que consideremos que el color sea correcto, teniendo en cuenta que
los tiempos de revelado excesivamente largos pueden conducir a la aparicion de
tinciones de fondo indeseables mientras que los revelados demasiado cortos
pueden generar falsos negativos ante la falta de tiempo para que se produzca la

reaccion de color. «s7)

Contrastar los nucleos con hematoxilina como dltimo paso de la técnica
permitira una mejor visualizacion de la estructura del tejido. En ocasiones otras

coloraciones de contraste como el verde metileno son aplicadas. «(sy).

Hoy en dia la existencia en el mercado de diferentes kits comerciales para la
deteccion de reacciones antigeno-anticuerpo a simplificado considerablemente
las técnicas. De este modo, mediante el empleo actualmente de un unico kit
MultiLink podemos detectar una amplia bateria de anticuerpos primarios de
diversas especies, ademas de ser Utiles tanto para anticuerpos monoclonales
como policlonales. Se trata de sistemas de elevada sensibilidad que ofrecen

marcajes mas intensos, reducen la necesidad de agentes blogueantes y
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pretratamientos, y requieren reducidos tiempos de incubacién asi como bajas

concentraciones de anticuerpos primarios. sy,

Con el fin de restablecer la antigenicidad que pudo quedar oculta en el proceso
de fijacion de las muestras con formol en nuestro caso optamos por someter los
cortes a un pretratamiento térmico en microondas antes de llevar acabo la
incubacidn con el suero primario. La aplicacion o no de un pretratamiento en el
desarrollo de las técnicas inmunohistoquimicas asi como cual de los diversos
modos de pretratamiento descritos hasta el momento es el mas conveniente para
los fines que pretendemos han sido desde el principio puntos de controversia. La
aplicacién de digestiones enzimaticas y tratamientos térmicos son las opciones
preferidas. Sin embargo, la eleccién entre una enzima u otra como pretratamiento
digestivo o entre la olla a presidn o el microondas como métodos térmicos es aln

discutido. «sy).

Las digestiones enzimaticas con proteasas resultan utiles en tejidos fijados en
formalina y parecen ser capaces de reducir en principio la tincién de fondo
inespecifica. Sin embargo, la digestion del antigeno puede debilitar el marcaje o
crear falsos negativos. Asimismo, la digestion proteolitica excesiva de antigenos
tisulares puede desenmascarar fragmentos proteicos comunes a distintos
antigenos y aumentar asi la tincién no especifica. Ademas, una digestion
excesiva puede llegar a provocar la destruccion del tejido con desprendimiento
de porciones del mismo. No existe una proteasa universal que sea adecuada para

todo tipo de antigenos pero en general se obtienen buenos resultados con tripsina.

*(258).
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Como ha quedado reflejado al inicio de la discusion sobre los materiales y
métodos empleados el formol, considerado como el fijador universal, conserva
los tejidos mediante un mecanismo de reticularizacion a través de la formaciéon
de puentes cruzados de tipo metileno. Estos enlaces resultan ser sensibles al calor
rompiéndose con el mismo. Este es uno de los motivos que incitan a trabajar
utilizando métodos de recuperacion antigénica basados en el suministro de calor.
Las fuentes de calor descritas son diversas. Microondas, olla a presion, autoclave
y estufa son algunas de ellas. La decantacion por un aparato u otro es un hecho
polémico. Sin embargo, cualquier fuente de calor deberia ser eficaz mientras
halla sido adecuadamente optimizada. En principio la maquina inductora de calor
no debe ser importante siempre y cuando sean considerados y ajustados algunos
factores como el tiempo, la temperatura, el tipo de solucion, su pH vy la
molaridad. Los factores tiempo y temperatura deben adquirir como siempre una
relacion inversa. Temperaturas elevadas deben combinarse con tiempos cortos y
viceversa. Asi, pretratamientos excesivos en el tiempo suponen arriesgarse a una
destruccién y desprendimiento del tejido o un desenmascaramiento de antigenos
no deseados. Del mismo modo, tiempos demasiado escasos conllevaran un

desenmascaramiento antigénico posiblemente ineficiente. «s7)

En nuestro trabajo y siguiendo las recomendaciones de Shi SR. y su equipo
optamos por la aplicacion de un pretratamiento térmico mediante microondas
resultando ser un método para el desenmascaramiento antigénico rapido, comodo
y eficaz. El tiempo de exposicion de las muestras en el microondas fue
previamente optimizado teniendo en cuenta entre otros factores la potencia del
aparato. Asimismo, elegimos como medio para el desenmascaramiento buffer

citrato a un pH 6 y 1M empleado de manera rutinaria en estos fines. «e7).
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Aungue no sea este el caso, la automatizacion actual de las técnicas
inmunohistoquimicas ha supuesto una importante ayuda en aquellos laboratorios
que se caracterizan por poseer grandes voliumenes de trabajo. La automatizacion
abarca desde el procesamiento inicial de las muestras mediante la puesta en
marcha de maquinas (Autotechnicon y VIP) capaces de llevar a cabo la
deshidratacion, aclaramiento e inclusion de los tejidos en parafina, hasta las
nuevas maquinas empleadas en la aplicacion de las técnicas
inmunohistoquimicas propiamente dichas. Sin embargo, en nuestro estudio
hemos optado por una aplicacion a mano de todas las técnicas permitiéndonos de

este modo llevar a cabo un seguimiento mas eficiente del proceso. «(zs).

La automatizacion de las técnicas inmunohistoquimicas ha supuesto la aparicion
de diversos tipos de maguinas como son las de capilaridad y las de difusion. Las
primeras implican el enfrentamiento de cristales con el fin de que los diferentes
reactivos asciendan por capilaridad entre los mismos. Por el contrario, las
maquinas de difusion llevan a cabo la aplicacion de los sueros sobre los cortes
mediante un mecanismo de dispersion. En ambos tipos de automatizacion surgen
dudas sobre si verdaderamente los mecanismos empleados en la aplicacion de los
reactivos son eficaces o no. Parece relativamente fécil pensar que si no se toman
las medidas adecuadas tanto el ascenso de los sueros por capilaridad como la
dispersion de los mismos en maquinas de difusion seran irregulares pudiendo
conducir a la obtencion de resultados confusos e indeseados. Tampoco parece
apropiada la estandarizacion de los tiempos de incubacion llevada a cabo en las
maquinas. No todos los anticuerpos requieren iguales tiempos de incubacion.
Pero sin duda, la mayor desventaja en la automatizacion de las técnicas
inmunohistoquimicas afecta al altimo paso, el revelado. Los tiempos de revelado

varian ampliamente de unas muestras a otras por lo que resulta conveniente
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llevar a cabo un control de este paso bajo el microscopio Optico lo cual solo es

posible en la aplicacion a mano de la técnica. =(sy),

En toda técnica resulta atil el empleo de controles que nos ayuden a interpretar
los resultados de una manera correcta. Tanto la utilizacion de controles externos
como internos resulta valida en la deteccion de falsos positivos 0 negativos que

puedan aparecer bajo maltiples causas. «(sy).

La vimentina, un antigeno presente en la mayoria de los tejidos y sensible al
procesamiento de los mismos, es frecuentemente elegida como control interno
positivo para identificar falsos negativos en tejidos sobrefijados indicando de este
modo cuando un pretratamiento adicional puede ser requerido. En ocasiones, una
fijacion excesiva de una muestra provoca la aparicién de falsos negativos
generalmente en la periferia de la misma que se observan como regiones con
falta de marcaje y coloracion debido a un enmascaramiento antigénico al que no
se le ha puesto remedio alguno. No solo alteraciones en la fijacion pueden llevar
a la aparicion de falsos negativos, la desnaturalizacion del antigeno por accion

del calor también puede ser la causa. «s7)

Sin embargo, muchos equipos optan por llevar a cabo un control interno
negativo en cortes adyacentes al original mediante la omision del anticuerpo

primario y su sustitucion por un anticuerpo del mismo isotipo pero de irrelevante

especificidad. «19s 206,208,209,237).
Otra posibilidad seria la aplicacion de controles positivos externos siempre a

partir de tejidos de los cuales se conoce con certeza que contienen el antigeno a

estudiar. *(257).
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Por su parte, algunos equipos como el de Kato S. y sus colaboradores llevan a
cabo un analisis de la expresion de algunas proteinas de estrés en tumores
cerebrales humanos. En tal estudio incorporan muestras de tejidos cerebrales

normales como controles negativos externos. «os.

Tan importante como una correcta aplicacién de los métodos experimentales

resulta una adecuada valoracion de los resultados.

A veces, las evaluaciones son incompletas y no son considerados todos los
detalles que nos puede ofrecer una técnica inmunohistogquimica. Algunos trabajos
solo consideran a la hora de evaluar los resultados la intensidad del
inmunomarcaje sin detenerse a determinar el promedio de células positivas
encontrado para cada muestra. =~ LOS casos a la inversa son también

observados con frecuencia. «197)

Por otra parte, los resultados obtenidos estan sujetos a las pautas de valoracion
de cada investigador. Por ejemplo, cuando la intensidad del marcaje es altamente
variable dentro de una muestra dada tal fluctuacion no siempre es considerada.
Muchas veces y en esta situacion se estima solo la intensidad de las células mas
fuertemente positivas suponiendo tal hecho el descuido de datos que en ocasiones

pueden tener un cierto peso en las conclusiones finales. «(s),

Sin duda, se trata de pequeiias modificaciones subjetivas pero que pueden

desembocar en ciertos errores de interpretacion.
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4.2.-CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE HSP 27 Y HSP 70:

Desde las primeras referencias difundidas a cerca de la existencia de las
proteinas de choque térmico muchos han sido los esfuerzos realizados por los
investigadores con el fin de aportar nuevos datos relativos a las posibles
funciones que tales proteinas pudieran desempefiar en muy diversas situaciones
patologicas. Asi, dichas implicaciones se han buscado y perseguido en

desodrdenes clinicos que afectan a numerosos érganos y tejidos.

Muchos estudios han analizado la posible participacién que las proteinas de
estrés pudieran mantener en ciertas enfermedades no oncoldgicas. La expresion
incrementada de algunas HSP’s en estructuras tisulares patoldgicamente
alteradas en comparacion con los sujetos control ha llevado a suponer en
ocasiones importantes papeles para tales proteinas en diversas afecciones. Asi,
diferentes formas de dafio pulmonar tales como asma, bronquitis crénica o
Sindrome de Dificultad Respiratoria del Adulto (SDRA) han mostrado niveles de
expresion de HSP 70 crecidos en el epitelio de las vias aéreas y/o macrofagos
alveolares. Tal sobrexpresion proteica ha llevado a sugerir la participacion de las
proteinas de choque térmico en funciones citoprotectoras. x(se 239265 D€ un
modo similar, la localizacion incrementada de la proteina de choque térmico de
72kD en enfermedades tiroideas autoinmunes ha hecho plantearse una posible
colaboracion de las HSP’s en funciones inmunologicas. «149) ENn pacientes con
enfermedad alcohdlica hepatica muchos hepatocitos muestran inmunoreactividad
positiva para HSP 70 proponiéndose un envolvimiento de la proteina en la

patogénesis de la enfermedad. «gg).
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Sin embargo, muchas de las investigaciones realizadas han ido encaminadas
hacia una mejor comprension de la presencia de las proteinas de estrés en sin
duda una de las patologias mas importantes de nuestro siglo: EI Cancer. Distintos
estudios concluyen que las células tumorales difieren de las normales en su
patron de expresion de ciertas HSP's; en comparacion con las células normales,
las tumorales expresan altos niveles de estas proteinas. Asi, cada vez es posible
encontrar mas tratados que exploren el significado biolégico que proteinas como

HSP 70 y HSP 27 pudieran tener en diferentes procesos neoplasicos. «(so,1s1)

La diferencia de expresion de proteinas de estrés entre células neoplésicas y
normales se ha hecho evidente en mdltiples ocasiones. Asi, desde que la
deteccion de HSP 27 ha resultado ser muy escasa en el tejido mamario normal y
sin embargo se han hallado altos niveles proteicos en las células tumorales
correspondientes al mismo tejido se insinda una ruta biolégica para HSP 27 en el
carcinoma de mama. g7 Igualmente HSP 27 se halla en miometrio normal y
leiomioma uterino pero el nivel proteico es significativamente mas dominante en
las fibras de leiomioma. «6e En hepatomas y en comparacion con el higado
normal se ha determinado un incremento en la expresién del gen que codifica
para la proteina HSP 70. «s5 También las células tumorales pertenecientes a
carcinomas pulmonares muestran elevados niveles de tal proteina en relacién con
las células que conforman la arquitectura pulmonar normal. «s2 206 208 209). D€ €sta
manera conclusiones muy similares han quedado confirmadas en muchas
situaciones neoplasicas de origenes diversos como son tumores de cérvix uterino
x(270), tumores intracraneales «o1), fibrohistiocitomas malignos «is7y 0 incluso

leucemias linfoblasticas 7).
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Como consecuencia de los numerosos estudios que determinan una destacada
manifestacion de ciertas proteinas de estrés en tumores se nos plantea una
pregunta: ;/Qué sentido tiene la sobrexpresion de tales HSP’s en tejidos
neoplasicos?. Pues bien no existe una respuesta firme y decisiva sino que son
varias las hipotesis que se barajan. Son muchos los aspectos de sus funciones,
regulacion y expresion los que podrian explicar el papel que las HSP’s juegan en

CANCer. ~(1s0).

Si consideramos una neoplasia como una masa anormal de tejido con un
crecimiento indiscriminado y descontrolado que sobrepasa el de los tejidos
normales y no se encuentra coordinado con ellos, pudieran resultar interesantes
las investigaciones llevadas a cabo a cerca de una posible participacion de las

proteinas de choque térmico en el ciclo, proliferacién y diferenciacion celular.

El hallazgo de altos niveles de expresion del gen HSP 70 en células tumorales
HelLa durante la fase S o de sintesis del ciclo celular, en la cual tiene lugar la
duplicacion del ADN, ha llevado a plantearse si verdaderamente estas proteinas
son necesarias para la division celular y porque no para proliferar. «g7272. Y €s
que, en células normales ya quedo descrita la misma expresion proteica de una

manera dependiente del ciclo celular. «73274).

Sin embargo, no para todos los autores los niveles de HSP 70 estan regulados
durante el ciclo celular al menos en células tumorales. En efecto, la escasa
induccion de HSP 70 durante las fases del ciclo celular S-G2-M hace dudar en

ocasiones sobre su requerimiento para la division. «s1).
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Por su parte, varias lineas celulares de cancer de mama han servido para
demostrar in vitro la existencia de una positiva y significante correlacion entre la

expresion de HSP 27 junto a términos de crecimiento y proliferacion tumoral.

*(275).

No obstante, y en contraposicion con tales datos, numerosos testimonios
confirman mas bien la participacion que la proteina de bajo peso molecular
ejerce en relacion con procesos madurativos. Asi, la proteina HSP 27 de
macrdfagos puede ser un marcador de diferenciacion y arresto en fase G1 (fase
en la cual permanecen las células hijas resultantes de una mitosis durante un
periodo variable en funcion del tipo de tejido). =7 Paralelamente, se ha
sugerido que los niveles de HSP 27 podrian estar inversamente correlacionados
con oncogenicidad. Empleando células transformadas, Zantema A. y sus
colaboradores demostraban una relacion inversa entre los niveles de expresion de
HSP 27 junto a la induccion del crecimiento tumoral. «z77. Y en numerosas
ocasiones, la significante presencia de la proteina de estrés de bajo peso
molecular en una gran variedad de neoplasias bien diferenciadas, en comparacion
con los mismos tumores de menor diferenciacion, ha llevado a considerar a la

proteina HSP 27 como un marcador de maduracion. «(157,19s 278,279,280,

Y es que, no todos los datos apoyan la participacion de las proteinas de choque
térmico en procesos de proliferacion, sino todo lo contrario. Asi, el incremento
de HSP’s en tumores puede tener implicaciones en otros procesos bioldgicos

incluyendo la apoptosis o muerte celular programada (MCP).

Los agentes causantes de una neoplasia pueden actuar en 2 vertientes: a)

estimulando la proliferacion celular; b) inhibiendo la apoptosis. De este modo, la
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ruptura en un tejido del equilibrio entre proliferacién y MCP puede conducir al

desarrollo de un tumor. «g;).

La apoptosis es un proceso activo que ocurre en respuesta a un incremento del
calcio intracelular via activacion de rutas de sefializacion en las que participan
proteinas Kinasas. «p2s2). Tal incremento calcico puede inducir la expresion de
algunos genes implicados en ciertos cambios morfologicos en la célula que
conducen en dltimo término hacia la muerte celular. C-myc es uno de los genes
implicados en apoptosis. «(2s3 284,285). PUes bien, la presencia de dos secuencias en
la region promotora del gen HSP 70 capaces de unir el producto oncogénico c-
myc, conocido por inmortalizar células en cultivos, sugiere que este ultimo podria
jugar un papel en la expresion de HSP 70 por interaccién directa con su
Promotor. «216.218286). El Ultimo efecto del oncogen c-myc sera una activacion de
la expresion de la proteina de estrés en una situacion de inhibicion de la MCP

circunstancia que en ocasiones puede contribuir al desarrollo de una neoplasia.

Las proteinas de estrés también han sido comprometidas en otro patron de
muerte celular como es la necrosis. Algunos estudios concluyen que la expresion
de HSP 70 y/o HSP 27 puede proteger de la necrosis inducida por el factor de

necrosis celular TNF-a Y - . «(139,287,288,289,200,201).

Quizés, una de las implicaciones descritas para HSP 70 mas investigadas sea su
capacidad de interaccion con los productos oncogénicos correspondientes a genes
esenciales para la regulacion de la proliferacion celular e implicados en algunos
canceres. «us0. Las mas estudiadas son las uniones llevadas a cabo como

acompafante molecular de los productos proteicos del gen supresor de tumores

PS3. x(25212,213,215).
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Algunos trabajos llevados a cabo sobre tejidos neoplésicos desarrollan hipétesis
que intentan explicar la interaccion especifica de HSP 70 con p53 sugiriendo la

posibilidad de que esté relacionada con la actividad transformante de este altimo.

El gen supresor de tumores p53 actia como un regulador negativo del
crecimiento celular al interaccionar con ciertos factores de transcripcion o incluso
regulando directamente la transcripcion de determinados genes. «usg). De este
modo, aquellas alteraciones que afecten al gen en cuestion conduciran sin duda a
una pérdida de la regulacion negativa del crecimiento dandose una rapida
proliferacion celular «;5). De hecho, mutaciones y/o delecciones en alguno de los
alelos del gen p53 son reconocidas como las mas comunes lesiones genéticas
halladas en cancer. «2) Muchas mutaciones de pS3 conducen a una alteracion en
la conformacion molecular que prolonga la vida media de la proteina en
comparacion con los 20 minutos de vida media observados en el tipo salvaje
produciéndose en ultimo término una acumulacion anormal de la misma. «(13).
Ademas de incrementar la vida media de la proteina p53, diferentes mutaciones
pueden influir en su capacidad para unirse a la proteina de choque térmico HSP
70. La formacion de complejos p53 mutante-HSP 70 puede ser en parte
responsable de la estabilizacion y acumulacion del antigeno p53 en las células

tumorales. «(25 212,213 215).

Asi, Koshiyama M. y su equipo demuestran que HSP 70 es sobrexpresada en
ceélulas de carcinoma endometrial positivas para p53. Por el contrario, la proteina
de estrés no se expresa o0 lo hace débilmente en aquellos carcinomas negativos
para la proteina oncogénica. De este modo, p53 parece ser fuertemente

influenciada por la presencia de la proteina HSP 70. «(20).
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Sin embargo, y en contraposicion, algunos autores como Elledge RM. y sus
colaboradores no apoyan la estabilizacion de p53 en respuesta a la formacion de
complejos p53 mutante-HSP 70. Al menos en cancer de mama, HSP 70 no se

colocaliza con p53 y puede que no sea el promotor de su acumulacion. «zo7).

Si una de las caracteristicas mas identificativas de la proteina de choque térmico
HSP 70 es su relacion con los productos proteicos de algunos oncogenes, quizas
el rasgo mas llamativo y distintivo detectado de entre las diferentes propiedades
asignadas a la proteina HSP 27 sea su aparente correlacion con la expresion del
receptor de estrogenos (RE). Asi, son muchas las observaciones que han sido
Ilevadas a cabo a lo largo de los afios y que apuntan hacia la posible influencia

que los estrogenos puedan ejercer sobre la sintesis de la proteina de estres. «(g1).

Los primeros estudios llevados a cabo al inicio de los afios 80 a cerca de la
posible correlacién entre el antigeno y la hormona fueron realizados en células
MCF-7 humanas (una linea celular de cancer de mama). Tales estudios sugerian
que la sintesis de la proteina HSP 27 se ve incrementada ante la exposicion a
estrégenos, lo que depende de la duracion y la dosis de esta Gltima y ademas

requiere interaccion de la hormona con el receptor. «(¢9)

En investigaciones posteriores se ha demostrado que ciertamente los niveles de
expresion de HSP 27 concuerdan con la presencia tisular del receptor hormonal.
Sin embargo, dicha concordancia parece estar l6gicamente limitada tan solo a
aquellos 6rganos que son diana para hormonas esteroides como son la mama y

los tejidos correspondientes al tracto reproductor femenino. «g3 100,190,198,280,292,293).
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Ciocca DR. y sus colaboradores obtuvieron evidencias de la modulacion
hormonal de la proteina de estrés de bajo peso molecular en tejidos humanos
normales cuando examinaron biopsias endometriales. Observaron cambios tanto
en la localizacion como en el contenido de HSP 27 durante las diferentes fases
del ciclo menstrual. Asi, HSP 27 fue predominantemente expresada durante la
fase secretora, la cual se caracteriza por altos niveles de progesterona y
moderados de estrégenos. Ademas, una alta expresion fue observada en la mitad
del ciclo coincidiendo con un pico de estrogenos. Estos resultados sugieren que
en el endometrio HSP 27 puede estar regulada por la accion sinérgica de

estr6genos y progesterona. «go)-

Sin embargo, y aunque parece esta una idea bastante admitida, siempre ha
tenido sus puntos de controversia. Asi, los mismos autores detectaron la
presencia de HSP 27 en cérvix, pero esta vez no observaron significantes
variaciones en cuanto a la presencia de la proteina en el epitelio cervical durante

las distintas fases del ciclo menstrual. «g).

Las investigaciones a cerca de la expresion de HSP 27 en funcién de la
presencia de estrogenos y el receptor hormonal han ido ain mas lejos ampliando

el campo de estudio a tejidos neoplasicos.

En muestras tumorales de mama se ha demostrado repetidamente que la
presencia de la proteina de estrés se correlaciona con la deteccion de receptores
de hormonas esteroideas; principalmente receptores de estrogenos. Ademas, tales
receptores son generalmente considerados como marcadores predictivos de un

buen pronostico en canceres de mama localizados o de estado avanzado.

*(167,169,197,294,295,296,297,298,299)-
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Asimismo, en cultivos de células humanas de cancer de mama se ha demostrado
que el gen HSP 27 puede ser inducido por estradiol o choque térmico. Sin
embargo, la expresion de tal proteina de estrés no es inducida por la exposicion
de las células de cancer de mama MDA-MB-231 a estrogenos porque tales células
se caracterizan por no tener receptores para la hormona. No obstante, estas

células si muestran induccion de HSP 27 por choque termico. «gg).

El analisis de HSP 27 junto al RE en muestras tisulares de cancer endometrial
Ilevo a los autores a considerar a la proteina de estrés como un posible marcador
bioquimico de la respuesta endometrial estrogénica. x9s300. Aunque en el
carcinoma escamoso del cérvix uterino la presencia de la proteina de choque
térmico parece ser independiente de la presencia del receptor de estrégenos. Sin
embargo, resulta ser un hecho légico teniendo en cuenta que estos tumores son

generalmente considerados como hormona-independientes. «(gg 270).

Hasta el presente los hallazgos indican que HSP 27 es regulada hormonalmente
y estd asociada al RE solo en ciertos tejidos y bajo ciertas circunstancias, pero
que en otros tejidos y/o bajo otras situaciones su expresion es independiente de la
regulacion hormonal. Entonces su deteccién en tejidos diana para esteroides
deberia ser considerada solo como un método para identificar tumores de

respuesta a hormonas o relacionados con el RE. «gy).

A veces se ha intentado dar una explicacion funcional a la correlacion de HSP
27 con el RE. Asi, la proteina de estrés podria cooperar en el acompafiamiento de
los receptores esteroides hasta la interaccién de la hormona con la proteina

receptora. «zo1). Desde que HSP 27 se asocia con la actina se sugiere que puede
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jugar un papel en el transporte del receptor de esteroides desde el citoplasma al

nucleo. «173).

No obstante, y aunque se trate de un tema bastante estudiado, nunca seran
suficientes las investigaciones que nos ayuden a comprender claramente las
observaciones llevadas a cabo. Las lineas actuales de trabajo siguen enfocadas a
elucidar las cuestiones que surjan alrededor de la aparente relacion entre HSP 27
y RE.

Pero HSP 27 no ha sido la unica proteina reconocida como dependiente de la
presencia de receptores hormonales. P29 es también una fosfoproteina en serina
asociada al receptor de estr0genos. =xagg200302303. EN 1991 tal punto de
coincidencia entre ambas proteinas llevd a 2 laboratorios independientes ha
profundizar en el tema, identificando simultdneamente a HSP 27 y p29 como la
misma entidad. ~304305. 11 afios antes ya habia sido inicialmente sugerido este
hecho mediante la utilizacion de un anticuerpo monoclonal dirigido contra el
receptor miometrial de estradiol parcialmente purificado. =z0. Y €S que,
correlaciones similares a las observadas para HSP 27 con el RE han sido
encontradas para p29 mediante el estudio histoquimico de muestras tumorales de

mama. Los hallazgos indican que los tumores positivos para el RE expresan p29.

*(307,308).

Las investigaciones se aplican en nuevas direcciones con el fin de conocer otras
interesantes implicaciones de las proteinas que nos ocupan. De este modo, se han
realizado numerosos estudios cuyas conclusiones apuntan sobre la posible

participacion de las HSP’s en diversas funciones inmunoldgicas.

*(309,310,311,312,313,314,315,316,317). (FIGURA 3).
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La localizacion de proteinas de choque térmico de la familia HSP 70 en la
superficie de determinadas celulas tumorales ha sido el punto de partida para
profundizar en tales estudios. «210.233 C€lulas tumorales de una linea de Sarcoma
de Ewing’s expuestas a una temperatura no letal de 41.8°C mostraron un
incremento en la expresion de HSP 72 en su superficie. Ademas, estas células
resultaron ser mas susceptibles a lisis por células NK (Natural Killer o Asesinas
Natas). =318 En contraste, celulas derivadas de individuos sanos (fibroblastos,
monocitos, linfocitos de sangre periférica) no presentaron HSP 72 en superficie
celular independientemente de la temperatura a la que fueran expuestas. =),
Datos como estos apoyan la participacion de algunas HSP’s como antigenos
tumorales o como transportadores de péptidos tumorales antigénicos

desencadenantes de una respuesta inmune natural. «(150 230).

Quizas las HSP’s actien como determinantes antigénicos en una respuesta
inmune adquirida para algunos subgrupos de células T af 0 0. «@19320) La
posibilidad de que células T o citotdxicas, una minoria dentro de la poblacion de
celulas T presente en tejidos epiteliales y sangre periférica, reconozca epitopos
derivados de HSP’s ha sido sugerido en numerosas ocasiones y un incrementado
numero de estas células acompafiado de una sobrexpresion de tales proteinas ha
sido hallado en tumores. 37 Las HSP’s podrian ser alteradas durante la
transformacion sufrida por las células de un tumor y ser presentadas por
moléculas del MHC (Complejo Mayor de Histocompatibilidad) de clase | en la
superficie de células tumorales donde interaccionarian con células T que

expresaran TCR’s (Receptores de Celulas T) a0 y0. «(237301,322.323).

Por su parte, Srivastava PK. y Heike M. proponen que las HSP’s juegan un

papel en presentacion antigénica y no como antigenos tumorales, ya que tales
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proteinas se expresan sin polimorfismos o diferencias estructurales tanto en
células normales como tumorales. =34 Las HSP’s podrian funcionar como
moléculas presentadoras de antigenos de una manera similar a como lo hacen las
moléculas del MHC de clase | o II; o tal vez, actien como moléculas accesorias
para la presentacion antigénica. ~szs) Asi, se ha sugerido un papel para HSP 70
en la presentacion del antigeno p53. HSP 70 puede intervenir en la translocacion
de la proteina p53 mutante desde el ndcleo a la membrana celular en donde esta

ultima jugaria un papel inmunogénico. «(21s).

Si a todos estos datos le sumamos que en varios estudios se ha observado que
los tumores relacionados con la expresion de proteinas de estrés muestran
asiduamente infiltracion linfocitaria, resulta facil admitir una posible
participacion de las proteinas de choque térmico en funciones relacionadas con

nuestro sistema de defensa inmune. «(152,326,327).
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FIGURA 3:

HSP= Molécula antigénica

Célula Tumoral
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Posibles implicaciones de HSP’s en funciones inmunoldgicas.

Resultan especialmente interesantes las investigaciones llevadas a cabo a cerca
de la aparente implicacion que las proteinas de choque térmico muestran en la
resistencia o sensibilidad celular a ciertas drogas empleadas de manera mas o
menos habitual en las terapias anticancerigenas. Muchas han sido las proteinas,
situaciones y drogas analizadas en este sentido y parece claro que: a) el
fendmeno de resistencia-sensibilidad afecta a algunas HSP’s y de entre ellas
quizés la mas implicada sea HSP 27; b) se manifiesta en situaciones de alteracion
de la expresion celular de proteinas de choque térmico; ¢) ha sido demostrado en
el tratamiento con muy diversas drogas entre ellas actinomicina D, adriamicina,

colchicina, vincristina, cisplatina, etoposido, etc. Aungue sin duda el agente
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quimiterapéutico mas estudiado en relacion con las proteinas de estrés ha sido la

doxorrubicina. «(zg).

Los primeros trabajos realizados en la segunda mitad de los afios 70 y primera
de los 80 demostraban que cuando las celulas tumorales eran expuestas
secuencialmente a un primer tratamiento hipertérmico no letal previo a la
administracion de un seguido tratamiento quimioterapéutico, el segundo
resultaba ser menos efectivo de lo que cabria esperar. «szg330,331332). El hallazgo
podia sugerir que las HSP’s supuestamente inducidas en el primer tratamiento,
tal vez estuvieran envueltas en la resistencia a las drogas empleadas
secundariamente y que de otro modo serian citotoxicas. De una manera mas
sencilla, las proteinas de estrés inducidas termicamente posiblemente protegian a

las células del subsiguiente dafio quimico.

De un modo similar, aunque esta vez a la inversa, se ha encontrado que diversos
agentes quimioterapéuticos son capaces, al igual que la hipertermia, de inducir
incrementos en los niveles de algunas proteinas de choque térmico. «sg Entre
tales agentes destacan la doxorrubicina, etopdsido, colchicina, vincristina,
cisplatina y bleomicina. Pues bien, se estima que pretratamientos con tales drogas

inducen termotolerancia. g s 329333 334)-

Del mismo modo que la termotolerancia es una propiedad por la que las células
expuestas a un choque térmico no letal llegan a ser resistentes a temperaturas
que de otro modo serian mortales, lo que se ha denominado resistencia cruzada o
multi-drogo-resistencia (MDR) se trataria de un fenémeno relacionado por el cual
al tratar las células termotolerantes con uno 0 mas agentes quimioterapéuticos se

observa resistencia a estas y otras drogas. Ambas, termotolerancia y MDR, son
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inducidas por calor y opuestas a los efectos terapéuticos de la hipertermia y

quimioterapia. «(sss)

Hasta el momento los resultados parecian faciles de interpretar. Sin embargo,
habia que demostrar de algin modo que ciertamente eran las proteinas de choque
térmico y no otras causas las responsables del fendmeno de resistencia. Fue
entonces cuando algunos autores optaron por la puesta en marcha de
experimentos en los que las células eran modificadas genéticamente para que
sobrexpresaran una determinada HSP y asi ver si tales células eran resistentes o
sensibles a algunas drogas. De este modo, resultan especialmente significativos y
dignos de mencionar los experimentos llevados a cabo por Huot J. y su equipo,
quienes transfectaron el gen HSP 27 humano a células ovaricas de hamster chino
y seguidamente testaron su resistencia a una variedad de drogas citotoxicas,
encontrandose con que las células que sobrexpresaban la proteina de choque
térmico eran resistentes a agentes antitumorales como doxorrubicina, colchicina
y vincristina. 75336 Resultados concordantes obtuvieron Oesterreich S. y sus
colaboradores en diferentes lineas celulares de cancer de mama humano cuando
de nuevo experimentos de transfeccion demostraron que las células modificadas
genéticamente para que sobrexpresaran HSP 27 mostraban una mas elevada
resistencia a doxorrubicina mientras que en ausencia de la proteina se demostro

sensibilidad a la droga. =75 337).

Simultdneamente, algunos autores sugerian que no solo HSP 27 se asociaba con
la resistencia a doxorrubicina, sino que este era un fendmeno aplicable
igualmente a la proteina de alto peso molecular HSP 70. Ciocca DR. y sus
colaboradores hallaron en el analisis de células de cancer de mama que tanto la

proteina de alto como la de bajo peso molecular estan implicadas en resistencia a
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doxorrubicina aunque no a otras drogas ensayadas tales como colchicina, 5-
fluorouracil, cisplatina o actimomicina D. El estudio revelaba que niveles

elevados de tales proteinas de estrés no se asociaban con multi-drogo-resistencia.

*(81).

Y es que, no todos lo trabajos llevados a cabo a cerca de la posible relacion
entre HSP’s y la resistencia celular a algunas drogas defienden la existencia de
tal asociacion. «(sss33s Muestras tumorales de 90 pacientes con carcinomas de
pulmon de celulas no pequeiias no tratados previamente fueron investigadas
inmunohistoquimicamente para la expresion de HSP 70. Adicionalmente, la
resistencia a doxorrubicina de tales células fue determinada. No se pudo hallar
asociacion alguna entre resistencia a doxorrubicina y HSP 70. Del mismo modo
que no se encontrd correspondencia alguna entre HSP 70 y la expresion de
determinadas proteinas relacionadas con el fenomeno de resistencia como son P-
glicoproteina 170 (relacionada con MDR), topoisomerasa Il y timidilato sintasa
(son diana para numerosos agentes antitumor) o metalotionina (protege de la

toxicidad de diferentes drogas). (o),

Algunas veces el enlace ha quedado establecido entre la sobrexpresion de la

proteina de estrés HSP 27 y la sensibilidad celular a algunos agentes. x4

Schardt C. y sus colaboradores examinaron la expresion de diferentes HSP’s en
lineas de células tumorales humanas con resistencia adquirida a cisplatina y
doxorrubicina empleando para ello Northern e inmunoblots. En las lineas
celulares resistentes a doxorrubicina, al igual que en las resistentes a cisplatina,
no habia o disminuyd la expresion de ARNm HSP 27 en comparacion con las

lineas parentales. «17¢),
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Un afio mas tarde en el estudio de varias lineas de células tumorales con
sensibilidad intrinseca a cisplatina (cDDP), una de las drogas quimioterapéuticas
maés frecuentemente usadas en clinica, Hettinga J.V.E. y su equipo demostraron
que niveles altos de expresion de la proteina HSP 27 se relacionaban con un
aumento en la sensibilidad a la droga. Del mismo modo, la expresion de HSP 27
fue analizada en 2 grupos de lineas celulares de tumores humanos con resistencia
a cDDP esta vez adquirida in vitro. En ambos grupos resistentes disminuyé la
expresion de HSP 27 en comparacion con las células parentales sensibles. Las
conclusiones de este interesante trabajo son claras; una alta expresion de HSP 27
se relaciona con una alta sensibilidad al tratamiento con cDDP en algunos tipos
de tumores. Sin embargo, no pudo establecerse correlacion alguna entre otras
proteinas analizadas en el mismo trabajo (HSP 90, HSP 73, HSP 72 y HSP 60) y

la sensibilidad a la misma droga. «(sg).

Los resultados obtenidos por los equipos de Schardt C. y de Hettinga J.V.E.
estan en concordancia con aquellos datos clinicos que indican que altos niveles
de HSP 27 en tumores se correlacionan con un buen pronostico. En pacientes con
cancer de mama metastasico que recibieron quimioterapia paliativa la expresion

de HSP 27 parecia vinculada a una mejor respuesta al tratamiento. «(za),

No obstante, en ciertas ocasiones no fue posible observar ningun tipo de
relacién entre la proteina y una respuesta al tratamiento. La influencia de HSP 27
sobre la respuesta a quimioterapia fue analizada en 13 pacientes de
fibrohistiocitoma maligno que recibieron tratamiento quimioterapéutico. Los
pacientes de tales sarcomas que expresaban HSP 27 no eran mas sensibles a la

quimioterapia que los tumores negativos para la misma proteina de estrés. sy,
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A pesar de la ambigtiedad de los resultados obtenidos en lo referido a la posible
participacion de las HSP’s en la resistencia-sensibilidad a determinados farmacos
anticancerigenos, quizés tales estudios hallan dado pie para comenzar nuevas
investigaciones, esta vez a cerca de la posible colaboracion que las proteinas de
estrés nos puedan ofrecer en la basqueda de una terapia frente al cancer. Muchos
estudios han centrado sus esfuerzos en esta direccion obteniéndose a veces

resultados muy sugerentes.

Asi, considerando que la manipulacion de la expresion de HSP’s podria ser una
diana terapéutica para reducir el detrimento celular, Morino M. y su equipo han
investigado el efecto de los flavonoides, un amplio grupo de sustancias derivadas
de plantas vasculares, sobre la expresion de algunas HSP’s en varias lineas de
células tumorales humanas. Tales sustancias inhibieron la expresion de HSP 27 y
HSP 72/73 entre otras proteinas de choque térmico. Los resultados sugerian un
efecto farmacoldgico de los flavonoides en enfermedades relacionadas con la

expresion anomala de proteinas de estrés. «za).

A veces, ciertas investigaciones descubren posibles y sorprendentes
aplicaciones para algunas proteinas de choque térmico. Sin duda, su participacion
en la inmunoterapia del cancer analizada en ratones por Tamura Y. y su equipo
ha sido uno de los estudios méas expectantes de los Gltimos tiempos, a pesar de
que 11 afos antes otro autor (Srivastava PK.) predijera unas conclusiones
similares. 43344 En el tratamiento terapéutico de una variedad establecida de
canceres espontaneos y de origen experimental, Tamura Y. y sus colaboradores
hacen uso de preparaciones de proteinas de choque térmico derivadas de las
ceélulas del cancer autdlogo y no de otro. Cierto retardo en la progresion del

cancer primario, una reduccion de la capacidad metastasica del tumor y en
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definitiva una prolongacion de la vida fueron algunas de las consecuencias
observadas tras la aplicacion de la inmunoterapia. Ademas, los resultados
muestran la eficacia de la terapia sin necesidad de identificar los epitopos
antigénicos especificos del tumor. Las HSP’s purificadas de las células, entre
ellas HSP 70, se encontraban asociadas con un amplio rango de péptidos
derivados de las mismas de tal modo que las proteinas de estrés acompafian al
repertorio antigénico de las células de las cuales habian sido purificadas. Tal
repertorio antigénico puede consistir en péptidos que se tornan antigénicos
debido a las propias mutaciones cancerigenas. Como las mutaciones son
aleatorias y muchas, un repertorio viene a ser como una huella digital la cual
tiene pocas posibilidades de repetirse. La inmunizacién con preparaciones de
HSP’s derivadas de tumores permite acceder a la huella digital antigénica de un
cancer sin necesidad de identificar el repertorio para cada paciente. La terapia
con complejos HSP-péptido permite obtener potentes respuestas de células T
contra los péptidos y las células de las cuales las proteinas de choque térmico han

sido extraidas. «(315343).

El reconocimiento de las HSP’s como posibles antigenos tumorales o como
quizas nuevas formas de moléculas presentadoras de antigenos puede representar
en un futuro una nueva direccion para el desarrollo de vacunas frente al cancer
basadas en la naturaleza conservada de las HSP’s y las caracteristicas de los

péptidos que transportan o presentan. (s

Por otra parte, quizas una de las estrategias terapéuticas mas aplicadas en la
historia de la Medicina ha sido y es la hipertermia. La terapia de choque térmico
puede tener efectos terapéuticos en cancer y son particularmente importantes los

efectos clinicamente beneficiosos obtenidos cuando se combina la hipertermia
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con agentes y radiaciones anticancerigenas. s sss347). Pues bien, desde que la
hipertermia ha sido relacionada con la expresion celular de proteinas de estrés
capaces de generar fendomenos de termotolerancia y multi-drogo-resistencia que
pueden peligrar el tratamiento, resultarian interesantes y de gran utilidad las
investigaciones que nos ayuden a esclarecer las funciones que las HSP’s puedan

ejercer en el éxito o fracaso de una terapia hipertérmica antitumoral. «sq)

Pero, sin duda el arma mas eficaz que tenemos hasta el momento para la lucha
contra el cancer es el establecimiento de un diagnostico temprano y acertado que
nos ayude a poner fin a la enfermedad. Quizas, sea esta la razén por la que
algunos de los estudios de mayor impacto son aquellos que se refieren a la
probable aplicacion que pudieran tener las proteinas de estrés como marcadores
tumorales. De este modo, resultan varios los trabajos que implican a las proteinas

HSP 70 y HSP 27 como presuntos indicadores de las formas oncoldgicas.

La busqueda de marcadores los cuales identifiquen especificamente células
tumorales es una prioridad si uno desea eliminar las células tumorales sin dafiar a
las células normales méas cercanas. Los Ultimos candidatos Ilamados “antigenos

tumorales” son las HSP’s. x50,

La presencia de HSP’s en la superficie de células tumorales indica que pueden
servir como posibles marcadores clinicos. Sin embargo, no esta claro como las
HSP’s pueden llegar a la superficie de las células tumorales desde que no se han
reconocido secuencias sefial. La posibilidad de que sean liberadas por células
muertas adyacentes y absorbidas en la superficie de células intactas no ha sido
todavia descrito, pero sin duda es una posibilidad a tener en cuenta que de ser asi

podria explicar en cierto modo la deteccion de proteinas de estrés también en la
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superficie de las células normales adyacentes a las tumorales. No obstante, esta
hipdtesis no justificaria la deteccion de las proteinas en el citoplasma y ndcleo de

las celulas normales. «(15).

Quizas, las proteinas de estrés nos sirvieran en la deteccion de células
neoplasicas de entre las células normales si se hallaran isoformas diferentes de
una misma HSP en cada forma celular. En determinadas ocasiones se ha
observado que la proteina HSP27 presente en células tumorales es idéntica en
celulas normales excepto para sus patrones de fosforilacion. Asi, se ha
encontrado 2 isoformas de HSP27 en la leucemia linfoblastica aguda. Ninguna de
las cuales se halla constitutivamente y difieren solo en sus patrones de

fosforilacion. «271).

El hecho de llevar a cabo un prondstico tumoral adecuado es sin duda una tarea
de gran interés en oncologia. Por ello son multiples los factores que cada dia se
ensayan bajo la sospecha de que puedan tener algun valor prondstico en tumores.
Recientes estudios sugieren que la evaluacion de la expresién de HSP’s en este
sentido podria ser de gran utilidad y llegando ain mas lejos muchas
investigaciones han concluido que las HSP’s podrian ser importantes

colaboradores para la elaboracién de un prondstico acertado.

Varios estudios determinan que las proteinas de estrés pudieran ser marcadores
de buen prondstico en diversos tipos de neoplasias. En este sentido el antigeno de
bajo peso molecular es considerado como un interesante marcador que
caracteriza a un subgrupo de carcinomas de mama ductales invasivos negativos
para el receptor de estrogenos como pacientes con un mejor pronostico. x(ss).

Algunos autores han sugerido que la evaluacion inmunohistoquimica de HSP 27
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podria servir como un marcador de riesgo a padecer cancer en lesiones de mama
benignas indicando positividad para HSP 27 un factor de bajo riesgo. «ssg). Y €n
el estudio de un pequefio grupo de 51 mujeres con cancer de mama metastasico
se observd que los pacientes con tumores positivos para HSP 27 tenian mejores
consecuencias, un elevado porcentaje de respuesta a quimioterapia y una
supervivencia relativamente prolongada. «ss). Otros trabajos reiteran que la
proteina de 27kD es un marcador de buen pronostico en el cancer de mama. La
coexpresion del RE y HSP 27 proporciona una mejor respuesta a la terapia

hormonal (tamoxifen) frente a aquellas pacientes que expresan solo el receptor.

*(307).

En otros tipos de tumores la proteina de bajo peso molecular parece ser también
de importancia como factor prondstico. La expresion de HSP 27 ha sido asociada
con un pronostico mas favorable en el fibrohistiocitoma maligno. «s7) Asimismo
y en el carcinoma endometrial la misma proteina es un indicador prondstico

independiente de las neoplasias con mejores expectativas. sag).

Con relacion a la proteina de estrés de 70kD se ha llegado a conclusiones
similares. En el analisis de una serie de pacientes con cancer de mama negativo
para p53 la respuesta al tratamiento era mejor ante una elevada expresién de la

proteina de choque térmico. «zo7)

Sin embargo, los datos existentes a cerca de las posibles implicaciones
pronodsticas que las HSP’s pudieran tener en diferentes tipos de tumores
comienzan a resultar bastante confusos. Diversos laboratorios han demostrado
recientemente que la expresion de HSP 70 y HSP 27 se asocia a veces con un

prondstico menos favorable.

190



DISCUSION

Asi y en contraposicion a referencias previas analisis Western blots, Northern
blots e inmunohistoquimicos han sido empleados en el estudio de tumores de
mama en los que la expresion de HSP 27 y HSP 70 fue considerada como un
marcador de mal prondstico que se correlacionaba con las neoplasias mas

agresivas, periodos cortos libres de enfermedad y altos indices de recidivas.

*(171,197,205,235,350,351,352)-

De un modo similar HSP 27 ha sido considerada como un indicador prondstico
independiente en el carcinoma gastrico en el sentido de que su negatividad

muestra una significante ventaja de supervivencia frente a los tumores positivos.

*(353).

En algunos casos la positividad de HSP 27 no parece mostrar correlacion alguna
con el comportamiento evolutivo del tumor y por lo tanto con las consecuencias
ultimas en el paciente. Aparentemente el antigeno de 27kD no participa en el
pronodstico del cancer de mama con afectacion ganglionar del mismo modo que

no parece contribuir al pronostico de las neoplasias de vejiga 0 prostata. «(ss4sss).

En definitiva la obtencion de unas deducciones equilibradas parece haberse
convertido en una tarea ciertamente complicada y la gran versatilidad hallada
entre los multiples trabajos hace necesaria la emergencia de nuevas
investigaciones que conduzcan a la obtencion de unas conclusiones faltas de

contradiccion.
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4.3.-ANALISIS DE LOS RESULTADOS:

En este apartado analizaremos de una manera independiente los resultados
obtenidos en nuestro estudio y trataremos de establecer su validez

comparandolos con los datos aparecidos en la literatura.

4.3.1.-EXPRESION DE PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO EN
TEJIDO BRONCOPULMONAR NORMAL:

La expresion de algunas proteinas de estrés ha quedado descrita
preliminarmente en estructuras normales especificas de pulmon. «aus9. En
mamiferos las células epiteliales de las vias aéreas, los macréfagos alveolares y
los neumocitos tipo Il han mostrado la expresion proteica de HSP 70 tras ser
estimulada por algunos inductores. «60356:357). Por el contrario, la ausencia de
estudios a cerca de la molécula de 27 kD en estructuras pulmonares normales
dificulta su analisis. Asi pues, algunas referencias deberan ser tomadas de los
exiguos trabajos dedicados a la expresion normal de HSP 27 sobre tejidos bien

distintos del pulmonar.

Por nuestra parte y usando técnicas inmunohistoquimicas in situ se demuestra
una limitada expresion de la proteina de estrés HSP 70 en pulmén humano
normal. La proteina de alto peso molecular es selectivamente localizada en tan

solo determinadas estirpes celulares.
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El 92.9% de las vias aéreas centrales y el 92.1% de las vias aéreas periféricas
presentan marcaje sobre las células epiteliales ciliadas para la proteina de estrés
de alto peso molecular. La abundante presencia de HSP 70 en el epitelio ciliado
de las vias aéreas broncopulmonares es un hecho evidente en nuestros resultados

y compartido con otros autores. «(1s2,239,3s6).

La propia celularidad que conforma la mucosa de las vias aéreas muestra signos
de marcaje selectivo. Asi, resulta llamativa la ausencia generalizada de
positividad correspondiente al antigeno HSP 70 sobre las células basales de las
vias respiratorias gruesas. Por otra parte la imposibilidad de demostrar la
presencia de la misma proteina de estrés sobre las células caliciformes que

forman parte de la mucosa aérea es un nuevo signo de su expresion limitada.

Igualmente se analizé la localizacién de HSP 70 en las estructuras glandulares
que acompafan a las vias aéreas de mayor calibre. Las células epiteliales que
tapizan los conductos glandulares muestran un inmunomarcaje similar al que
recubre el arbol bronquial y sin embargo, difiere enormemente del escaso

marcaje encontrado en las células acinares.

El musculo bronquial mostrd positividad en el 60% de los casos examinados.

No obstante, la intensidad del marcaje hallado fue siempre debil.

Las Unicas células integrantes de la arquitectura alveolar capaces de manifestar
el antigeno de 70kD son aquellas responsables de la fabricacion del surfactante
pulmonar. Los neumocitos tipo Il muestran la proteina de estrés en el 62.7% de
los casos analizados. Sin embargo, solo en contadas ocasiones otros autores han

descrito expresion proteica sobre las mismas células del epitelio alveolar. «60,357)
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Sin duda, se trata de un fendmeno singular en nuestros resultados necesitado de
investigaciones mas precisas. El resto de componentes celulares que conforman
la arquitectura alveolar (neumocitos tipo I, macréfagos alveolares y capilares

septales) permanecen impasibles frente a la aplicacion del anticuerpo.

Resumidamente advertimos en nuestros resultados un marcaje que denota la
presencia relevante de HSP 70 en tan solo un conjunto restringido de células
propias de la arquitectura pulmonar. Las células epiteliales ciliadas de las vias
aéreas gruesas, las células no mucosecretoras de las vias aereas finas, las células
ductales de las glandulas submucosas, el musculo bronquial y los neumocitos

tipo Il fueron los integrantes de tal conjunto.

Otros autores hallan similarmente la presencia de la proteina de alto peso
molecular limitada a determinadas estructuras normales del pulmén. No obstante,
la concordancia entre resultados no es plena. Es un hecho compartido con otros
investigadores el marcaje que denota la presencia de la proteina en cuestion sobre
el epitelio ciliado constitutivo de las vias aéreas centrales y periféricas.
*(152,239,356). OIN eémbargo, algunas divergencias separan nuestras observaciones de
las expuestas en referencias previas que describen la expresion de HSP 70 en
macrofagos alveolares y por el contrario no hallan la proteina sobre células

ductales y neumocitos tipo Il. «1s7,163239,356,358).

Los argumentos capaces de justificar las diferencias de expresion halladas en la
comparacion de nuestros datos con los resultados de respetables autores son
infinitos, sin embargo aquellos que se refieren a los procedimientos técnicos
aplicados deben ser sin falta considerados. Y es que, las variaciones en los

resultados nos hacen reflexionar en una unificacion de criterios en cuanto a los
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anticuerpos, sistemas de deteccion y procedimientos de tabulacién utilizados en
este tipo de estudios para gque los datos obtenidos por los diferentes laboratorios
sean completamente equiparables y puedan servir de referencia en estudios

posteriores.

Una explicacion sencilla para las discrepancias descubiertas podria hallarse
simplemente en la concentracion de los anticuerpos empleados. «gg2) NO
obstante, en el presente estudio aplicamos los anticuerpos a una dilucion
predeterminada que no deja tincion de fondo en las muestras lo que hace poco
probable que sea la concentracion de los sueros aplicados la responsable de las

divergencias halladas.

Quizas la diferencia en los patrones de tincion radique en las distintas
especificidades de los anticuerpos monoclonales empleados. Nuestro suero va
dirigido hacia la deteccion simultdnea de los 2 miembros proteicos que
conforman la familia HSP70 (HSP 72/inducible y HSP 73/constitutiva).
Mientras, otros equipos investigadores demuestran exclusivamente la presencia
de la proteina HSP 72 a través de la aplicacion de un anticuerpo monoclonal

dirigido especificamente hacia un epitopo distintivo de la forma inducible.

*(152,239).

El grupo de Bonay M. analiz0 afios atras la localizacion independiente de HSP
72/inducible y HSP 73/constitutiva en tejidos pulmonares normales a través de la
aplicacion paralela de técnicas inmunohistoquimicas e inmunoelectroforeéticas.
Sus resultados sugerian la presencia de ambas formas proteicas en las células
epiteliales ciliadas de las vias aéreas cartilaginosas y periféricas. Sin embargo, al

aplicar un anticuerpo dirigido hacia la deteccion de un epitopo comdn a las dos
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isoformas altamente homologas no detectaron positividad alguna por medio de
técnicas inmunohistoquimicas aunque si por inmunoelectroforesis. Tal hecho les
llevd a sugerir que los resultados observados se debian al blogueo del epitopo
antigénico comin a ambas formas proteicas mediante su interaccion con otras
proteinas. «usz) Asi que el determinante antigénico reconocido por nuestro
anticuerpo no debe intervenir en la interaccion de HSP 70 con otras proteinas
celulares al menos en las células ciliadas que tapizan las vias aéreas como nos

permite deducir la positividad hallada en tal ubicacién.

Una interpretacion similar podria justificar la ausencia de marcaje que hemos
observado sobre los macrofagos alveolares. Y es que la localizacién de
positividad en este tipo celular no es un hecho aislado sino que son varios los
autores que a diferencia nuestra han descrito en él la acumulacién de HSP 70.
*(152,163,239). 1al vez la expresion de la proteina de estrés en macrofagos sea un
hecho real y nuestro epitopo queda escondido al interaccionar con algun tipo de
molécula que en principio no se localiza en el epitelio de las vias aéreas pero si

pudiera estar presente en macrdfagos alveolares.

En definitiva la expresion selectiva de la proteina de estrés en cuestion sobre
determinadas células normales (células ciliadas de las vias aéreas gruesas y finas,
células ductales de las glandulas submucosas, células musculares y neumocitos
tipo Il) podria resultar de la ausencia en estas pero no en otras células de
proteinas que al interaccionar con HSP 70 blogueen el determinante antigénico

frente al que dirigimos nuestro anticuerpo.

Independientemente de que HSP 70 intervenga o no en interacciones proteina-

proteina que puedan omitir su marcaje en algunas estructuras normales del
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pulmoén ¢que significado tiene la evidente expresion observada de la proteina de

alto peso molecular en determinados tipos celulares normales?.

La expresion abundante de HSP 70 en el epitelio normal ciliado que tapiza las
vias aéreas centrales y distales es un hecho que compartimos con otros autores.
No obstante, la base biolégica de tal expresion es desconocida. Algunos
investigadores especulan sobre la posible funcion citoprotectora que la proteina
pudiera ejercer en los epitelios ciliados al estar en contacto directo con los
contaminantes del aire que inhalamos. HSP 70 podria ser inducida en las células
ciliadas en respuesta al estrés causado por su continua exposicion a particulas de
polvo, agentes microbianos, oxidantes, acidos, etC. =gsis3ss). ESte mismo
argumento podria explicar la alta expresion de la proteina de estrés hallada en
otras células tipicas de la arquitectura pulmonar que igualmente estan en contacto
directo con los agentes estresantes del aire respirado, tales como las células
epiteliales de los conductos glandulares que desembocan hacia la luz bronquial y

los neumocitos tipo Il que sobresalen en los sacos alveolares.

Sin embargo, y siguiendo este mismo razonamiento, no se entiende por nuestra
parte la ausencia de positividad para HSP 70 en otras celulas integrantes o
adyacentes a los epitelios aéreos como son las células caliciformes, los

neumocitos tipo | y los macrofagos alveolares.

Algunos investigadores han relacionado la expresion de HSP70 mas bien con la
respuesta inflamatoria que sigue a un fendmeno de agresion celular. Vignola AM.
y Su equipo ponen en marcha un extenso estudio en el cual pacientes asmaticos
(enfermedad inflamatoria crénica) mostraron una positividad para la proteina de

alto peso molecular sobre diferentes estructuras pulmonares significativamente
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més elevada que en los sujetos control. Las conclusiones eran claras y
relacionaban la inflamacién bronquial con la produccion de HSP’s. El
incremento de HSP 70 en el asma podria relacionarse con los mediadores de la
inflamacion liberados proporcionando a las células un mecanismo de defensa

frente a ellos. «(39),

Los patrones de expresion de proteinas de estrés en células broncopulmonares
pudieran ser mas bien dependientes de la propia biologia celular. Bonay M. junto
a sus colaboradores defienden que los elevados niveles de expresion
correspondientes a HSP 72 y hallados en los bronquiolos de Gltima generacion
(bronquiolos terminales y respiratorios) no son mas que un reflejo del estado
diferenciado de las células integrantes del epitelio mas columnar al hallar en
disposicion adyacente grupos de células cuboidales negativas para la proteina
inducible y posiblemente representantes de un epitelio transicional. Asi, los
patrones de expresion observados para la proteina de estrés reflejarian los
diferentes estados de diferenciacion del epitelio bronquiolar méas que la respuesta

a un perjuicio celular. «s),

En este sentido la falta de marcaje para HSP 70 reconocida por nuestra parte
sobre las células basales indiferenciadas integrantes de las vias aéreas gruesas en
contraposicion a la elevada positividad demostrada sobre el epitelio ciliado

contiguo da apoyo a la teoria expuesta por el grupo de Bonay M.

Por otra parte, una caracteristica comun relaciona a las diferentes estirpes
celulares que manifestaron de forma relevante la proteina HSP 70 de acuerdo con
nuestros resultados. Las células ciliadas que tapizan las vias aéreas de diferentes

calibres, las células ductales de las estructuras glandulares submucosas y los
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neumocitos tipo Il integrantes de las paredes alveolares sostienen un origen
endodérmico epitelial compartido. Tal vez la naturaleza celular de las estirpes

marcadas tenga relacion con la expresion proteica hallada.

Independientemente de las razones que expliquen la deteccién de HSP70 en
pulmoén parece ser un hecho cominmente reconocido el que tal proteina de estrés
se localice de manera selectiva en tan sélo determinadas células que conforman
la arquitectura pulmonar y que por lo tanto no se trata de un fendmeno que se

extiende de modo indiscriminado a todo el parénquima.

Por otra parte, resulta interesante considerar la existencia de co-expresion entre
las 2 proteinas de estrés estudiadas (HSP 70 y HSP 27) ya que pudiera ayudarnos
a elucidar algun tipo de analogia, dependencia o conexion entre ellas. EI hecho
de que ambas HSP’s no hallan sido testadas en la misma muestra (aunque si en el
mismo caso) debido a las diferencias de fijacion que requeria el anticuerpo
empleado en la deteccion de cada proteina hace que nuestro trabajo no sea
precisamente el modelo ideal para el analisis de tal co-expresion. A pesar de todo
no parece prevalecer ningdn tipo de localizacién coincidente entre las 2 proteinas
en similares estructuras broncopulmonares normales de un mismo caso. La falta
de co-expresion descrita podria indicar en principio que ambos antigenos son

regulados de un modo independiente.
Siguiendo las mismas pautas de estudio aplicadas hasta ahora hemos examinado

las caracteristicas de expresion concernientes a la proteina de estrés de bajo peso

molecular en los tejidos broncopulmonares normales integrantes de nuestra serie.
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La proteina HSP 27 se distribuye en estructuras pulmonares centrales y

periféricas.

Es de interés destacar la frecuente demostracion de HSP 27 sobre las células
basales pluripotentes de aspecto piramidal que forman parte de las vias aéreas de
mayor calibre. Sin duda se trata de un fendmeno que llama la atencion ante la
ausencia de marcaje en el resto del epitelio grueso. Son células indiferenciadas
con una elevada capacidad de divisién para el reemplazamiento de las células
ciliadas y caliciformes que integran parte del epitelio bronquial. Tal hecho nos
Ileva a razonar que quizés la demostracion de la proteina de estrés en las células

basales no sea mas que un reflejo de su elevada actividad proliferativa.

Las células ciliadas de las vias aéreas finas mostraron positividad para la misma
proteina de estrés. No obstante y teniendo presentes los datos extraidos del
andlisis de la proteina HSP 70 advertimos una importante pérdida de expresion
sobre tal ubicacion que afecta en frecuencia, extension e intensidad a la proteina
HSP 27. Las células caliciformes adyacentes a las células ciliadas en las vias
periféricas resultaron ser una vez mas negativas ante la demostracion de una

proteina de choque térmico.

El musculo que acompafia a las vias bronquiales mostro positividad para HSP
27 en el 76.9% de los casos. EI marcaje nunca fue de intensidad fuerte y el

promedio de fibras tefiidas en cada muestra variéo ampliamente.
Las estructuras glandulares submucosas aparecen como organizaciones

practicamente faltas del antigeno citoplasmico. La proteina HSP 27 no difunde

en ningun caso hacia el material mucoso. No obstante, las células ductales
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exhibieron la proteina de estrés en el 42.9% de los casos. Se trata de un
porcentaje elevado a pesar de que la presencia de la proteina de bajo peso
molecular en tal estructura se muestra disminuida en comparacién con los

resultados concernientes a HSP 70.

Por su parte los neumocitos tipo Il vuelven a responder ante la busqueda de
antigenos de choque térmico. La proteina de bajo peso molecular se hacia

evidente sobre tales células alveolares en el 46.7% de los casos.

El resto de células componentes de la arquitectura broncopulmonar normal no
mostré signos de acumulacién proteica. Células ciliadas del epitelio bronquial,
células caliciformes, glandulas submucosas, células ductales basales, células de
reserva, neumocitos tipo I, macréfagos alveolares y capilares septales constituyen

un voluminoso grupo con ausencia del antigeno HSP 27.

De este modo concluimos que la localizacidn de proteinas de estrés en el tejido
broncopulmonar normal se presenta como un fendmeno restringido a tan solo
algunas estirpes celulares quedando lejos de ser un hecho indiscriminado.
Asimismo y a excepcidn de su expresion complementaria en el epitelio bronquial
demostramos que la proteina HSP 27 se localiza en similares organizaciones
broncopulmonares que HSP 70. Si bien el antigeno de 27kD se expresa con
menor frecuencia, extensién e intensidad que la forma de elevado peso

molecular.
La presencia de la proteina de estrés de bajo peso molecular ha quedado descrita

por algunos autores sobre células normales de tejidos bien diferentes al

pulmonar. De este modo ha sido demostrada la existencia de inmunoreactividad

201



DISCUSION

en el citoplasma de las células ductales que componen la arquitectura de la
mama. =g3). Asimismo otros organos con dependencia estrogénica han sido

relacionados con la expresion del antigeno HSP 27. «(27),

No obstante, la ausencia de marcajes significativos ha caracterizado a un
conjunto de muestras derivadas del sistema nervioso central. «0;) Tampoco ha
quedado demostrada la expresion de HSP 27 sobre tejidos hepaticos normales

aplicados como controles en un especifico analisis inmunohistoquimico.(gg).

Desde que se sugirié una dependencia hormonal para la proteina de bajo peso
molecular muchos investigadores han preferido aplicar sus estudios sobre tejidos
diana de estrogenos quedando aparentemente olvidada su supervision en otros
6rganos. No obstante, nuestros resultados demuestran la presencia proteica de
HSP 27 en pulmon humano normal en donde queda desentendida una
subordinacion estrogénica. Quizas, la proteina de estrés de bajo peso molecular
se halle presente bajo control hormonal en tan solo algunos tejidos mientras que

en otros su expresion queda totalmente exenta de tal regulacion.

La ausencia integra de trabajos preliminares dedicados al analisis de la proteina
HSP 27 en tejidos pulmonares normales deberia ser considerada para la puesta en
marcha de nuevas investigaciones en este sentido. Sin embargo, los hechos no se
remiten tan solo a HSP 27. En general la evaluacion de HSP’s en muestras
normales es escasa en comparacion con su extenso estudio sobre tejidos
neoplasicos. No obstante, su exploracion inmunohistoquimica en situaciones
normales podria constituir la llave de acceso hacia un mejor entendimiento en

determinadas situaciones de estrés. Tal vez la expresion normal de proteinas de
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estrés nos ofrezca interesantes datos a cerca de su biologia a tener en cuenta en

sucesivas inspecciones bajo comportamiento tumoral.

4.3.2.-EXPRESION DE PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO EN
TEJIDO BRONCOPULMONAR NEOPLASICO:

Centrandonos en el estudio de las muestras de tejido tumoral que componen
nuestra serie hallamos notorias diferencias de expresién en cuanto a las dos
proteinas de estrés a las que dedicamos este trabajo y en relacion con los tejidos
normales considerados. Los tejidos pulmonares neopléasicos en comparacion con
las estructuras normales muestran signos de una mayor expresion de proteinas de

choque térmico.

El 98.9% de los tumores broncopulmonares analizados exhibié inmunomarcaje
para la proteina HSP 70. El porcentaje medio de células transformadas tefiidas
por caso fue del 86.06%. Ademas, 14 neoplasias mostraron una intensidad de
tincion débil, 9 moderada, 5 fuerte, 35 variable de débil a moderada, 11
moderada-fuerte y 15 débil-fuerte. Los mismos valores de frecuencia, extension e
intensidad fueron evaluados para cada una de las estructuras broncopulmonares
normales consideradas como objeto de estudio en este trabajo. Sin embargo, en

ningun caso se sobrepasaron las estimaciones realizadas sobre el tejido tumoral.
Los datos que comparan la expresion de HSP 27 entre tejidos normales y

tumorales resultaron ser también plenamente diferenciales. EI 85.6% de las

neoplasias analizadas mostro sefiales de la presencia proteica sobre sus células
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transformadas. Se trata sin duda de un elevado porcentaje de expresion que fue
siempre diferencialmente menor sobre las estructuras broncopulmonares

normales centrales y periféricas consideradas.

En definitiva ambas proteinas de estrés (HSP 70 y HSP 27) denotan la
existencia de disimilitudes entre tejidos normales y tumorales. La diferencia de
expresion es evidente al reparar en la frecuencia, extension e intensidad del

marcaje que distingue a las proteinas de choque térmico.

Muchos autores han sido testigos de resultados similares. No obstante, tales
derivaciones se refieren Unica y exclusivamente al estudio de HSP 70. La falta de
trabajos dedicados al anlisis de HSP 27 en muestras broncopulmonares tanto

normales como neoplasicas limito el contraste de nuestros resultados.

La proteina de choque térmico de 70kD se expresa diferencialmente en tejidos
normales y tumorales. Las diferencias son estadisticamente significativas segun
estudios de diversos investigadores. El grupo de Koomé&gi R. analizo
inmunohistoquimicamente 20 tejidos tumorales y peritumorales derivados de
pacientes diagnosticados con carcinomas pulmonares. La expresién de HSP 70
fue indiscutiblemente mayor en el tejido transformado en comparacion con el
tejido normal. El porcentaje de casos positivos ascendia a un 75% de los tejidos
neoplasicos y a tan solo un 15% de los normales. «z0g En el mismo afio
Stammler G. demostr0 junto a su equipo un incrementado nivel del ARNm
correspondiente a la proteina HSP 70 en tumores pulmonares al examinar
paralelamente los tejidos normales adyacentes. «sg). Tales demostraciones vienen

a confirmar los datos previos de otros prestigiosos autores. Bonay M. y Volm M.
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junto a sus correspondientes equipos de colaboracion apreciaron igualmente una

sobrexpresion proteica sobre las muestras pulmonares neoplasicas. «(1s2,206,208).

A veces el marcaje observado queda totalmente restringido a las estructuras
neoplasicas quedando enteramente omitido en el tejido normal contiguo.
Ferrarini M. y sus colaboradores obtienen para HSP 72/inducible un patrén de
tincion citoplasmico y difuso en las células transformadas de los pulmones que
investigan. Mientras el estroma normal adyacente era siempre negativo para la
misma isoforma proteica. =37y NoO obstante, este Ultimo trabajo nos hace
sospechar sobre la extrema importancia que debe tener la forma proteica a la que
va dirigido el anticuerpo aplicado. Detalles como este nos llevan a especular que
quizas en nuestro estudio estemos detectando exclusivamente la forma HSP
73/constitutiva sobre los tejidos normales y que la proteina HSP 72/inducible se
localiza sola o junto a la isoforma constitutiva unicamente en el tejido tumoral. Si
fuese asi resultaria l6gico el aumento proteico general hallado en los tumores en
contraposicion con su menor presencia en las areas normales. La forma
constitutiva podria ejercer sus funciones como acompafiante molecular en las
células normales las cuales al sufrir una transformacion neoplasica comenzarian
la expresion aditiva de la forma inducible en un intento de restaurar la

normalidad celular.

Por su parte Bonay M. y su equipo han descrito la expresion de HSP 72 en 9 de
los 15 carcinomas pulmonares que investigan lo que supone que en el 60% de las
muestras tumorales quedd demostrada la presencia de la proteina inducible. De
este modo se verificaba por técnicas inmunohistoquimicas la elevada localizacién
de al menos un miembro de la familia HSP 70 en muestras neoplasicas de

pulmén. Ademas, y aungue todos los tumores fueron inmunohistoquimicamente
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negativos para HSP 73/constitutiva, si se pudo demostrar su presencia en las
mismas neoplasias mediante la aplicacion de técnicas inmunoelectroforéticas.
Luego quedaba demostrada la presencia de las 2 formas de la familia HSP 70
sobre las muestras tumorales. Sin embargo, la total incapacidad de hallar la
forma constitutiva sobre las estructuras broncopulmonares normales tira por
tierra o en cualquier caso no confirma integramente la hipotesis previamente

propuesta. *(152).

Sin embargo, y al margen de cualquier especulacion, la elevada expresion de
HSP 70 hallada en nuestra serie tumoral es un hecho corroborado por el grupo de
Volm M. bajo el empleo de los mismos métodos en la valoracion de los
resultados. El 87.8% de los tumores analizados en nuestro estudio muestra altos
grados de positividad para la proteina de elevado peso molecular. Igualmente, y
en correlacion con tales resultados, Volm M. advierte en dos publicaciones
consecutivas la existencia de destacados porcentajes de marcaje e intensidad en

la mayoria de los carcinomas broncopulmonares que analiza. «gs 20s).

Por otro lado, y para el caso de la proteina de choque térmico de 27kD, su
abundante presencia ha quedado descrita a lo largo de la bibliografia en tumores
de diversos origenes. Entre ellos los derivados de tejidos que estan sometidos a
un control hormonal son los que con mas frecuencia han sido designados para el
analisis de la proteina de chogue térmico de bajo peso molecular. Carcinomas de
mama, neoplasias endometriales, tumores de cérvix uterino, etc. han sido
generalmente los elegidos quedando aparentemente olvidada la descripcién de
HSP 27 en otras neoplasias. s3197.198270). Y €S que, el hecho de ser reconocida

habitualmente como una proteina relacionada con el receptor de estrogenos ha
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Ilevado a restringir su estudio, salvo contadas excepciones, a tumores derivados

de tejidos hormona-dependientes.

De este modo Yy a falta de trabajos que analicen la localizacion de HSP 27 en
neoplasias broncopulmonares resulta interesante el analisis de nuestros resultados
tomando como referencia los datos derivados de la misma demostracion
antigénica en canceres de diferente origen sistémico y en principio no sometidos
a ningun tipo de regulacion estrogénica. Asi, independientemente del tejido del
que derive el tumor parece ser un hecho generalizado el que las estructuras

neoplésicas expresen asiduamente y en amplias magnitudes la proteina de 27kD.

*(156,157,201,204,278).

Tan solo el grupo de Vargas SO. describié recientemente una marcada
inmunoreactividad para la proteina p29 asociada al receptor de estrogenos e
identificada como la misma entidad que HSP 27 en casi todos los casos
considerados dentro de una extensa serie de 111 carcinomas pulmonares de
celulas no pequerias. EI 98% de las muestras mostro positividad para el antigeno

relacionado con el receptor hormonal. «(3o3).

La descripcion correspondiente a la expresion de proteinas de choque térmico
de 70 y 27 kD en tumores puede ayudar sin duda a descifrar importantes aspectos
sobre su comportamiento neopléasico. Hemos definido como “heterogénea” la
distribucion correspondiente a ambas HSP’s y observada bajo el examen
microscopico de las muestras tumorales. Las diferencias halladas han sido
identificadas entre neoplasias. Asimismo detectamos la presencia de campos

tumorales con microheterogeneidad de expresion.
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Ante el anélisis de nuestros resultados hemos encontrado marcaje para la
proteina HSP 70 en todos los tumores broncopulmonares listados excepto en un
solo caso diagnosticado como carcinoma adenoescamoso. La excepcion hallada
podria explicarse por la presencia de alguna irregularidad en los procedimientos
técnicos aplicados como pudieran ser excesos de fijacion, descuidos en los
procesos de hidratacién-deshidratacion tisular, errores en la aplicacion de la
técnica inmunohistoquimica propiamente dicha, defectos de revelado, etc. Sin
embargo, los casos diagnosticados como carcinomas epidermoides asi como
adenocarcinomas mostraron una expresion de la proteina HSP 70 altamente
desequilibrada. Mientras algunos casos exhibieron solo un 10% de las células
neoplasicas marcadas en otras muestras se pudo observar la totalidad del tumor
tefiido. Esto no ocurria en el resto de tipos tumorales estudiados los cuales
mostraron siempre mas de un 70% de las células transformadas marcadas. Tal
vez la variable expresion de HSP 70 no es una circunstancia exclusiva de los
carcinomas epidermoides y adenocarcinomas sino que pudiera ser un hecho
compartido con el resto de la clasificacion de tumores pulmonares si no fuera por
la escasez de casos de nuestra serie diagnosticados como carcinomas de células
grandes, carcinomas de células pequefias, carcinomas adenoescamosos Yy
carcinoides. Al mismo tiempo y confirmando el desequilibrio descrito la
intensidad del marcaje observado también se identific6 como altamente

heterogénea entre pacientes y a veces dentro de un mismo caso.

De igual forma identificamos una indiscutible heterogeneidad ante la
inmunolocalizacion del antigeno HSP 27 sobre las muestras tumorales de pulmén
consideradas. La intensidad del marcaje volvia a ser variable y el porcentaje de
células marcadas oscilaba ampliamente entre las muestras neoplasicas de

cualquier tipo histologico. Ademas, el hecho de disponer de un elevado numero
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de tumores con ausencia total del antigeno HSP 27 (hasta 13) dispard ain mas la

desigualdad entre las muestras.

Otros trabajos hacen referencia a una heterogeneidad similar en la expresion
tumoral de las mismas proteinas de estrés argumentando paralelamente sobre las

posibles causas que reflejan las observaciones realizadas.

Asi, se ha sugerido en distintas ocasiones y sobre muestras tumorales de
diversos origenes que el amplio rango hallado en los niveles de expresion de
proteinas de choque térmico no es mas que un reflejo de los diferentes estimulos
estresantes a los que pueden estar sometidos los pacientes. De igual modo, la
generalizada ausencia de uniformidad hallada en cada muestra podria deberse a
la extension del estrés causante de la expresion de HSP’s a tan solo algunas

células de la misma poblacion tumoral y no a todas. =204 235 328).

En este mismo contexto Volm M. junto a sus colaboradores describen como
heterogéneo entre individuos y en cada muestra el marcaje obtenido para la
proteina HSP 70 en el estudio de una amplia coleccion de adenocarcinomas
pulmonares. Quizés, el amplio rango de niveles de expresion proteica muestra
simplemente el estrés bioldgico diferencial al que pueden estar sometidos los
pacientes fumadores frente a los no fumadores. EI humo del cigarrillo es la
mayor fuente de agentes inductores para HSP 70 tales como arsenito sodico,
cadmio, etanol o dinitrofenol. De este modo el habito de fumar podria ser la
causa de la sobrexpresion de HSP 70 en tumores pulmonares. Y es que el 75% de
los adenocarcinomas pulmonares correspondientes a los pacientes fumadores que
componen la serie de estudio de Volm M. muestra una elevada expresion de HSP

70 confirméandose una significante correlacién entre la proteina y el habito de
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fumar. Ademas, qued6é demostrado que la expresion de HSP 70 variaba en

funcion del nimero de cigarrillos consumidos diariamente. «(qg).

Sin embargo, nuevas hipotesis al margen del estrés inductor de HSP’s podrian
explicar el patron de marcaje observado. Tal vez la deteccion de proteinas de
choque térmico no se relacione tanto con el estrés sufrido por las células de un
tumor sino mé&s bien tenga que ver con la propia heterogeneidad de las

poblaciones de células neoplasicas. «1s1,1s6,201).

Asi, la aparente expresion heterogénea de HSP 70 hallada en los carcinomas
epidermoides y adenocarcinomas estudiados inmunohistoquimicamente podria
resultar al igual que ya se insinu6 en tejidos normales del bloqueo de
determinantes antigénicos por otras proteinas. La interaccion de HSP 70 en
algunas células pero no en otras con los productos proteicos de algunos
oncogenes como p53 podria ser la causa que explicara por qué los porcentajes de
células positivas para HSP 70 varian enormemente de un caso a otro. Siguiendo
esta misma linea de investigacién se podria explicar también las variaciones
observadas en la intensidad del marcaje. Las células tumorales fuertemente
marcadas deben tener una mayor proporcion de proteina de choque térmico libre
y sin interaccionar con proteinas oncogénicas. Bonay M. y su equipo ya
consideraron previamente la hipétesis de bloqueo de epitopos por interacciones
proteina-proteina aunque fue rechazada de inmediato cuando notaron que los
analisis de la expresion de HSP 72/inducible por técnicas inmunohistoquimicas y

Western blots daban resultados concordantes. «(s).

Ante el fracaso de hipostesis anteriores Bonay M. se aventurd en afirmar que la

heterogeneidad hallada en la expresion de HSP’s se relaciona claramente con el
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grado de diferenciacion de las células tumorales puesto que en la mayoria de los
casos que él mismo diagnostic6 como carcinomas pulmonares de celulas
escamosas era inusual que todas las células del tumor fueran positivas con la
misma intensidad para HSP 72/inducible. Las células pequefias e indiferenciadas
usualmente presentes en la periferia de los nddulos tumorales eran a menudo
fuertemente positivas mientras que las células méas diferenciadas fueron

debilmente reactivas. «sy).

Consideraciones de otro tipo han sido al mismo tiempo estimadas en la
evaluacion de nuestros resultados. Y es que resulta facil pensar que la
heterogeneidad hallada tanto en la proporcién de células marcadas como en la
intensidad de la tincion podria deberse a excesos en la fijacion de determinadas
zonas tisulares. El hecho de encontrar los defectos de marcaje en la periferia de
las muestras tumorales hace que nos inclinemos solo en algun caso aislado por
esta justificacion. Sin embargo, y en la mayoria de las muestras, la proxima
disposicion individual de las células marcadas de aquellas que permanecen
inalterables ante la aplicacion de los anticuerpos correspondientes hace casi

impensable que se pueda tratar de un artefacto.

Por su parte Vargas SO. junto a su equipo describen la expresion frecuente del
antigeno p29 asociado al receptor de estrogenos a modo de parches de intenso
marcaje sobre un conjunto de adenocarcinomas pulmonares al mismo tiempo que
identifican una acentuacion de la inmunoreactividad en las zonas periféricas de

algunos casos diagnosticados como carcinomas de células escamosas. «(3o3).

El aprecio de otros valores como el patrén de distribucién intracelular

correspondiente a las dos proteinas de estrés que nos interesan puede ofrecernos
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nuevas aportaciones para un mejor conocimiento de la biologia proteica en

tumores.

De esta forma, la demostracion de la proteina de estrés de 27 kD
exclusivamente en el compartimento citopldsmico de las celulas tumorales
analizadas es un hecho que compartimos con otros autores que han centrado sus
estudios en muestras neoplasicas de diferente  origen tisular.
*(153,156,157,171,181,189,201,303). A VECes este patron de marcaje citoplasmico ha sido
descrito como difuso, mientras que en otras ocasiones se ha definido una
distribucion mas bien granular. «s7159). Quizas, la disposicion granular denote la
formacion de agregados o complejos de los cuales forme parte la proteina de

estres. «g1).

Por su parte hemos hallado el inmunomarcaje correspondiente a la proteina HSP
70 en disposicion tanto citoplasmica como nuclear sin ninguna preferencia de
localizacién aparente. Otros autores confirman la misma distribucion aleatoria y

no encuentran justificaciones que expliquen las observaciones realizadas.

En el estudio de varias lineas tumorales (algunas de pulmon) se describe un
patron de distribucion intracelular heterogéneo para la proteina HSP
72/inducible. Asi, la proteina de estrés se consignaba mayormente al
compartimento nuclear mas que al citopldsmico y aunque generalmente se
localizaba intracelularmente también se pudo detectar en la superficie de algunas

lineas de células tumorales. «s3)

Sin embargo, Volm M. y su equipo describen como exclusivamente

citoplasmico el marcaje obtenido para la proteina HSP 70 en el estudio de una
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serie de carcinomas de células no pequefias. «206,208). Quizas las caracteristicas de
los anticuerpos empleados en la deteccion de la proteina sea responsable de la

restringida localizacion del marcaje al compartimento citoplasmico.

La importancia que pueda tener la determinacion de las proteinas de choque
térmico de 70 y 27 kD en el comportamiento de los pacientes con céncer de
pulmén nos ha llevado a ampliar los estudios referidos a sus correspondientes
expresiones en tumores broncopulmonares. Si ademas, consideramos el gran
interés demostrado entre los investigadores por aquellos factores implicados en el
prondstico del cancer de pulmdn en un intento de erradicar la enfermedad, quizas
resulte de utilidad la busqueda de asociaciones entre la expresion de ciertos

antigenos tumorales junto a conocidos e interesantes pardmetros prondsticos.

Asi, hemos analizado la expresion de HSP 70 y HSP 27 en nuestra serie de 90
neoplasias broncopulmonares en paralelo a algunos reconocidos factores
histoanatomopatolégicos de interés pronostico en el cancer de pulmon. Los
parametros considerados son el tamafio del tumor, el nimero de ganglios
linfaticos afectados, el tipo histologico, el grado de diferenciacion neoplasica y el

estadiaje.

En tal estudio comparativo descubrimos que la falta de expresion de la proteina
de 70kD parece asociarse con los tumores de mayor diametro (p>0.05). Por el
contrario la ausencia de expresion correspondiente a la proteina HSP 27 pudiera

verse influenciada por los tumores de menor tamario (p>0.05).

Resultan escasos los estudios aplicados en este sentido y de entre ellos

prevalecen los trabajos desarrollados sobre tejidos neoplasicos de diferente
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origen que dudan respecto a la expresion de ambas proteinas de choque térmico
en dependencia del tamafo del tumor. «us31s7.207360) Tan solo Thor A. y sus
colaboradores hallaron asociaciones en el estudio de una serie de carcinomas
primarios de mama. Para tal grupo la sobrexpresion correspondiente a la proteina

de 27kD parece ser funcion de un tamafio tumoral avanzado. «197).

Parece intuitivo pensar que un tumor de mayor didmetro tendra mas
posibilidades de metastatizar hacia los ganglios linfaticos regionales en tanto y
cuanto debe tener una mayor actividad proliferativa. La afectacion ganglionar
constituye el segundo factor histoanatomopatologico considerado como parte
fundamental de nuestro trabajo y los datos de expresion referidos al tamafio
tumoral parecen concordar con los resultados que relacionan las proteinas de
estrés con la afectacion de los ganglios linfaticos regionales. Y es que HSP 70
parece mostrar sus preferencias de expresion sobre los tumores exentos de
diseminacion ganglionar (p>0.05). Por su parte la negatividad de la proteina de
27kD parece aumentar en los tumores no metastasicos (p>0.05). Sin embargo, la
capacidad de las celulas tumorales para dividirse no predice por si misma las
posibilidades de metéastasis. En este sentido ambos factores prondsticos (tamafio
tumoral y afectacion ganglionar) deberian considerarse como parametros
independientes en tanto que el didmetro del tumor no debe condicionar en

principio la presencia de metastasis ganglionares.

En apoyo de nuestros resultados Lemieux P. y su equipo verificaron su hipotesis
a cerca de la posible influencia que la proteina HSP 27 pudiera tener sobre la
capacidad metastasica e invasiva de ciertas lineas celulares de cancer de mama en
humanos. La sobrexpresién de la proteina de bajo peso molecular por tales

células resultd en un incremento significativo en su capacidad invasiva y de

214



DISCUSION

adhesion aunque la motilidad celular se vio menguada. La correlacion directa
entre los niveles de HSP 27 y metastasis ha sido demostrada mediante un ensayo
in vivo que mide el nimero de metastasis al pulmon en ratones inyectados con

células recombinantes para HSP 27. «1)

En el estudio de un conjunto de carcinomas primarios de mama ha quedado
también descrita la sobrexpresion del antigeno de bajo peso molecular sobre los
tumores con afectacion ganglionar. g7 Sin embargo, otros trabajos no hallan
correlacion alguna entre la expresion de marcadores de choque térmico y la
presencia de metastasis ganglionares, lo que nos lleva a buscar afinidades en

NUEVOS parametros. «(is3).

Las 90 neoplasias broncopulmonares que integran nuestra serie fueron
cuidadosamente catalogadas bajo las ultimas pautas propuestas por la OMS para
la clasificacion histoldgica del cancer de pulmon (1999). «3.249). ASi, 51 tumores
quedaron diagnosticados como carcinomas de células escamosas, 25
adenocarcinomas, 2 carcinomas adenoescamosos, 6 carcinomas de ceélulas

grandes, 1 carcinoma de células pequefias y 5 carcinoides.

Siguiendo el mismo modelo de andlisis aplicado hasta ahora hemos querido
analizar si existe algun tipo de asociacion entre la expresion de proteinas de
estrés y los tipos histologicos en que se agruparon los tumores. En nuestros
resultados hallamos que la expresion de HSP 70 parece relacionarse con las
neoplasias mas agresivas (carcinomas indiferenciados de celulas grandes y
carcinomas indiferenciados de células pequefias) (p>0.05). No obstante, la
proteina de 27kD parece obedecer a un patron de expresion inverso en tanto que

pierde expresién en las mismas neoplasias indiferenciadas (p<0.05).
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Por su parte Bonay M. y sus colaboradores manifiestan la inexistencia de
correlatividad entre la expresion de HSP 72/inducible y la histologia segun la
cual se clasifico una incompleta serie de 15 carcinomas broncopulmonares
constituida por 9 carcinomas epidermoides, 5 adenocarcinomas y 1 carcinoma

indiferenciado de células grandes. «(s),

El grupo de Hitotsumatsu T. describié la expresion del antigeno HSP 27 en una
extensa variedad de tumores cerebrales. La proteina de bajo peso molecular era
demostrada con diferente positividad entre los tipos histologicos descritos. Sin
embargo y en este caso la proteina mostraba una mayor expresion en las

variantes histologicas anaplasicas. «2).

Como parte interesante de nuestros resultados hallamos que el 64.7% de los
tumores tipificados como carcinomas de células escamosas manifiestan una
elevada positividad para el antigeno de bajo peso molecular. Por otra parte el
32.0% de los adenocarcinomas y el 33.3% de los carcinomas de células grandes
demostraron una expresion comparable para la misma proteina de estrés. Tales
demostraciones surgen en concordancia con los datos descritos por el grupo
investigador de Vargas SO. al definir una significativamente mayor expresion
proteica sobre el conjunto de carcinomas epidermoides en comparacion con el
resto de carcinomas de células no pequefias que analiza. Ademas, el mismo
equipo manifiesta que dentro del conjunto de carcinomas estudiados son los
indiferenciados de células grandes los que menos inmunoreactividad demuestran

siendo esta habitualmente focal. «(33).

El grado de diferenciacion tumoral constituye un importante pardmetro a

considerar en el cancer de pulmén y como ante otros reconocidos factores
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prondsticos investigamos su posible influencia sobre la expresion de proteinas de

choque térmico.

Los céanceres pulmonares analizados se clasificaron en grados del | al Ill a
medida que aumentaba la anaplasia o falta de diferenciacion. Bajo la

consideracion de tal pesquisa hemos encontrado los siguientes resultados:

o Las proteinas de choque térmico parecen expresarse en dependencia del grado
de diferenciacion con que se subclasificaron los carcinomas epidermoides y
adenocarcinomas reunidos. La correlacion admitida afecta a las dos proteinas

de estrés que hemos venido estudiando hasta ahora (HSP 70 y HSP 27).

o La falta de expresién de HSP 70 parece asociarse con grados histoldgicos
bajos correspondientes a neoplasias bien diferenciadas (p>0.05). Resultados
similares han sido hallados en las investigaciones concernientes a la proteina

de estrés de bajo peso molecular (p>0.05).

o La positividad hallada para ambas proteinas de estrés parece aumentar en
paralelo con el grado histologico hasta las neoplasias de diferenciacién
intermedia (11-11/111). Y es que la negatividad proteica pudiera incrementar en
las neoplasias de grado Ill. Sin embargo, el escaso nimero de muestras
diagnosticadas como carcinomas epidermoides de alto grado ofrece dudas
sobre la pérdida real de expresion de HSP's en los tumores mas

indiferenciados.

Pocos autores han centrado sus estudios en la posible implicacion que el grado

tumoral pudiera ejercer sobre la expresion de proteinas de choque térmico. Tal
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hecho hace que las posibles comparaciones de nuestros resultados con los de
otros investigadores sean por poco nulas. Solo el equipo de Bonay M. halla que la
expresion de HSP’s en carcinomas broncopulmonares de células escamosas esta
estrechamente relacionada con el grado de diferenciacion de las células
tumorales. En acorde con nuestros resultados deciden que una fuerte expresion

de HSP 70 no es esencial para el fenotipo transformado o diferenciado. «(sy).

Por otra parte la proteina de estrés de 27kD ha sido analizada
inmunohistoquimicamente en relacion con el grado de diferenciacion tumoral en
algunos tumores de diferente origen tisular. La inmunopositividad de HSP 27
incrementa en proporcion con la anaplasia de una larga serie de tumores
cerebrales. «ss). Sin embargo, la incompatibilidad de resultados se hace patente
en la comparacién de nuestros datos con los de otros prestigiosos autores. Y es
que son muchos los estudios que han detectado una relacién inversa entre la
positividad para el antigeno y la gradacion segun la cual se clasifico una serie de
carcinomas de mama, tumores prostaticos, neoplasias uterinas, carcinomas
hepatocelulares y sarcomas. «(100,153,156,157,198,270,278,279,295,349). EN tanto y en cuanto
los tumores bien diferenciados generalmente tienen un mejor pronostico resulta
I6gico el hecho de que niveles elevados de HSP 27 se correspondan con un
prondstico favorable en algunos tumores. De este modo su andlisis en pulmon
surge en desacuerdo a tales opiniones aungue en acorde con aquellas otras que
describen a la misma proteina de estrés en las neoplasias con menores

expectativas de vida. «171,197,205 350,351,353
Otros estudios simplemente no apoyan la participacion de las HSP's como

indicadores de la diferenciacion neoplasica. Es el caso Vargas SO. quien no halla

correlacién alguna entre la proteina p29 y el grado de diferenciacion tumoral en
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que se clasificd una serie de carcinomas broncopulmonares de células no
pequefas. «303. El equipo de Storm FK. tampoco encuentra ninguna asociacion
entre la proteina de bajo peso molecular y la diferenciacion neoplasica en el

carcinoma de vejiga. =(sss).

Por otra parte son varias las hipotesis que podrian justificar de una manera
coherente los datos obtenidos en nuestro estudio. En ocasiones previas nos
hemos hecho eco de algunos trabajos que consideraban a las HSP’s necesarias en
los fendmenos de division y proliferacion celular. Nuestros resultados dan apoyo
a tales planteamientos desde que hemos descrito una menor expresion de
proteinas de estrés precisamente en las neoplasias de bajo grado y con menor

actividad proliferativa.

Nuevas teorias podrian explicar la falta de expresion de HSP’s en los tumores
de bajo grado. La alta tasa de division celular a la que generalmente estan
sometidas las neoplasias menos diferenciadas puede ser responsable de una
rdpida acumulacion de proteinas desnaturalizadas. Las probabilidades de
mutacion se agravarian en los tumores de alto grado dando lugar a errores de
plegamiento proteico. En tal situacion no resultaria de extrafiar una extensa
localizacion de proteinas de estrés en donde podrian ejercer como acompafiantes
moleculares de las proteinas desnaturalizadas con el fin de restablecer la

“normalidad” celular.

En un intento de descifrar si verdaderamente existe algun tipo de conexién que
vincule la manifestacion de antigenos de estrés junto al prondstico de los tumores
broncopulmonares valoramos si la expresion proteica se ajusta a determinados

estadiajes neoplasicos.
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El grado de estadificacion tumoral surge como un reconocido factor prondstico
a partir del valor TNM adjudicado a cada neoplasia lo que implica la
consideracion previa de algunos datos evaluados inicialmente tales como el
didmetro tumoral y la afectacién ganglionar. La descripcion de metastasis a
distancia también es un factor a tener en cuenta para el estadiaje de carcinomas
broncopulmonares aunque su presencia clasifica siempre a las neoplasias dentro

de un estadio 1V. «(sp).

En la valoracion de nuestros resultados manifestamos que la falta de expresion
de la proteina de 70kD parece asociarse con los estadiajes mas avanzados
(p>0.05). Por su parte la falta de expresién de la proteina de 27kD pudiera estar

relacionada con los estadiajes menos avanzados (p>0.05).

El Sistema Internacional de TNM para la Estadifiacion del Cancer de Pulmon
establece a grandes rasgos que los tumores de mayor tamafio y con metastasis
ganglionares se corresponden con los estadios mas avanzados y viceversa. s,
Siguiendo tal consideracion resulta l6gico hallar la proteina de estrés de 70kD
mayormente localizada en los tumores broncopulmonares de bajo grado de
estadificacion en tanto y en cuanto previamente quedd descrita una mayor
expresion proteica en los tumores mas pequefios y sin diseminacién ganglionar.
En acuerdo a tales pesquisas la falta de expresion de la proteina HSP 27 parece
estar vinculada a los tumores con menor diametro, sin afectacion ganglionar y de

estadiaje menos avanzado.
La consideracion conjunta del tamafio tumoral, la afectacion ganglionar y el

estadiaje neoplasico como importantes factores prondsticos en la evolucién del

cancer pulmonar nos lleva a concluir que la falta de expresion de la proteina de
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70kD pudiera asociarse con las etapas mas tardias en la evolucion de las
neoplasias broncopulmonares dado que su negatividad aumenta en los tumores
de mayor diametro, con afectacion ganglionar y estadiaje mas avanzado. Por el
contrario la falta de expresién de la proteina de 27kD parece asociarse con las
etapas mas tempranas en la evolucion de las mismas neoplasias dado que su
negatividad aumenta en los tumores de menor diametro, sin afectacion

ganglionar y estadiaje menos avanzado.

El equipo de Vargas SO. describe en desacuerdo con nuestros datos que los
individuos con carcinomas pulmonares de estadiaje Illb tienen una positividad
antigénica para p29 significativamente mas baja en comparacién con los sujetos
agrupados en otros estadiajes. =gz, De un modo similar el grupo de Geisler JP.
demostré que los niveles de expresion definidos para la proteina de bajo peso
molecular incrementaban en los estadiajes menos avanzados correspondientes a
una serie de carcinomas endometriales. x4 Sin embargo, no siempre ha sido
posible demostrar algun tipo de relacién que haga a la proteina de estrés
dependiente del grado de estadificacién tumoral. La expresion de HSP 27 no se

correlaciona con el estadiaje en que se catalogd a un conjunto de carcinomas de

vejiga. «(sss).

Hasta aqui hemos evaluado la expresion de determinadas proteinas de choque
térmico en funcidn de algunos parametros histoanatomopatolédgicos considerados
de gran utilidad en la obtencion de un prondstico acertado de la enfermedad
broncopulmonar. No obstante, la supervivencia constituye un importante factor a
considerar en tanto que evalUa las consecuencias Ultimas en la evolucion del

tumor. Por ello y ante la falta de estudios previos hemos creido de interés evaluar
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como parte final de nuestro trabajo la expresion de HSP's en dependencia del

estado de supervivencia de los pacientes diagnosticados de cancer pulmonar.

En acorde con las cifras de supervivencia mundial descritas para el cancer de
pulmén nuestros resultados se hacen eco de la elevada tasa de mortalidad que
afecta a los pacientes diagnosticados con tal enfermedad. Y es que el 44.4% de
los individuos considerados en el desarrollo de nuestra tesis murié a
consecuencia del tumor. Por su parte el 40% de los casos analizados han
permanecido vivos tras un amplio intervalo de seguimiento a pesar de que el
19.4% de los pacientes vivos manifestaron recidivas que sin duda pueden

evolucionar hacia un estado de consecuencias fatales.

El analisis de la supervivencia en relacion con la proteina de estrés de elevado
peso molecular revela la existencia de cierta dependencia entre ambos factores.
La falta de expresion antigénica parece asociarse con una menor supervivencia
(p>0.05).

Por su parte la proteina de 27kD es expresada en carcinomas epidermoides sin
verse en principio influenciada por la supervivencia de los pacientes. No obstante
y al menos en adenocarcinomas la falta de expresion de la proteina HSP 27

parece estar asociada a una menor supervivencia (p>0.05).

El equipo de Vargas SO. describe que la supervivencia a los 10 afios no se
relaciona con la expresion antigénica de p29 en un amplio conjunto de
carcinomas broncopulmonares de células no pequefias. No obstante, la
dependencia entre ambos factores quedo establecida de manera significativa al

considerar exclusivamente las mujeres integrantes de tal serie tumoral. Asi las
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pacientes con elevada expresion de p29 mostraban relacion con un pronéstico
pobre. Por otra parte y entre los hombres la misma expresion proteica parecia
asociarse directamente con la supervivencia aunque la relacion no fue
significativa desde el punto de vista estadistico. Los efectos estrogénicos fueron
involucrados para explicar las diferencias genéricas halladas. El grupo de Vargas
SO. expone que posiblemente la relacion entre la expresion de p29 y el
comportamiento del carcinoma broncopulmonar observada entre las mujeres sea
funcion de la interaccion dependiente de estrégenos de la proteina con los

receptores hormonales. «(q3).

Algunos estudios preliminares han intentado descifrar si ciertamente la
expresion de proteinas de estrés es funcion del estado de supervivencia de

pacientes con tumores de diferente origen tisular.

Los grupos de Thor A. y Love S. han descrito independientemente al antigeno
HSP 27 como un marcador prondstico en pacientes diagnosticadas de cancer de
mama al notar que su expresion se correlacionaba con periodos cortos libres de
enfermedad. «197363. POr su parte Oesterreich S. hallo resultados similares
aungue tan solo en un subgrupo de mujeres previamente no tratadas y positivas
para el receptor de estrogenos. =ssq. En el carcinoma endometrial la proteina de
27 kD ha sido correlacionada con pacientes recurrentes y pacientes que murieron

a consecuencia del tumor. «(sg).
No obstante, el grupo de Elledge RM. defiende que el antigeno HSP 70

caracteriza a un conjunto de pacientes de cancer de mama negativos para p53

como individuos con un mayor indice de supervivencia. g7
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Por su parte otros trabajos no encuentran ningun tipo de asociacion que vincule
a la proteina de bajo peso molecular con términos de supervivencia. En el

carcinoma de vejiga no quedo descrita tal subordinacion. «ss)

Quizéas, la modulacion de los niveles de expresion de las proteinas de estrés
consideradas en este trabajo sea ciertamente un suceso relacionado con la
evolucion de los pacientes. Sin embargo, no parece ser un hecho aplicable a
todos los tejidos ni a todas las circunstancias. Probablemente, la expresion de
proteinas de choque térmico es funcién de la supervivencia tan solo en algunas
neoplasias sometidas a concretas situaciones, mientras que bajo otras

circunstancias simplemente no exista tal correlacion.
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V.- RESUMEN Y CONCLUSIONES

5.1.-RESUMEN:

El cancer de pulmon es la neoplasia con mayor indice de mortalidad en los
paises industrializados. La etiologia de la enfermedad se asocia a factores
ambientales y genéticos. Aunque los programas de educacion publica intentan en
la medida de lo posible combatir la elevada incidencia de la enfermedad, a la vez
que los nuevos avances terapéuticos luchan por obtener palpables mejoras en la
evolucion de los pacientes, el cancer de pulmén sigue mostrando una tasa de
mortalidad desorbitada y por este motivo sigue siendo una de las neoplasias mas

desafiantes para el campo de la Medicina.

El prondstico de los pacientes con cancer de pulmén constituye una indiscutible
meta de estudio sobretodo desde la identificacion de importantes factores que de

alguna manera ayudan a predecir el comportamiento evolutivo del tumor.

Junto a los parametros histoanatomopatoldgicos convencionales (tamafio del
tumor, afectacion ganglionar, tipo histolégico, grado de diferenciacion y
estadiaje) como Utiles herramientas en la caracterizacién de un tumor se abren
nuevas vias de investigacion que envuelven a un amplio conjunto de marcadores

bioldgicos. Algunos son antigenos sumamente probados y otros se perfilan como
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promesas pero que en cualquier caso estan contribuyendo al conocimiento de la
biologia tumoral y aumentando las expectativas de las personas que padecen tal

enfermedad.

Nuestras perspectivas estan puestas en la posible implicacion bioldgica y
prondstica que determinadas proteinas de estrés objeto de nuestro estudio puedan

ejercer en el cancer de pulmon.

La respuesta de estrés se concibe como un mecanismo de defensa natural
definido por una especifica expresion de proteinas de choque térmico que median
la invulnerabilidad y proteccion frente a diversas formas de dafio celular. Su
extensa distribucion sobre tejidos patoldgicos en general y neoplésicos en
particular, bajo la sospecha del papel auxiliar que pudieran ejercer ante tales
situaciones de desorden, hace necesaria la puesta en marcha de nuevos trabajos

que amplien las escasas informaciones existentes al respecto.

En este trabajo hemos estudiado la expresion de las proteinas de choque térmico
HSP 70 y HSP 27 en un total de 90 tumores broncopulmonares y su relacion con
parametros histoanatomopatologicos de probado interés prondstico en este tipo
de neoplasias. Asimismo, hemos determinado su asociacion con los estados de

supervivencia estimados.

Consideramos igualmente interesante el estudio de las mismas proteinas de
estrés en los tejidos pulmonares normales con la seguridad de que contribuird a
un mejor entendimiento a cerca de algunas de las funciones bioldgicas en las que

se les ha implicado hasta el momento.
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Los datos obtenidos confirman la mayor frecuencia, extension e intensidad de
expresion de tales proteinas de choque térmico entre las neoplasias

broncopulmonares en comparacion con las estructuras normales.

En cuanto a los resultados obtenidos para la expresion de las dos proteinas de
estrés que nos interesan (HSP 70 y HSP 27) en los tejidos normales
corroboramos su localizacion selectiva en tan solo determinadas estirpes
celulares propias de la arquitectura broncopulmonar. Al mismo tiempo,
revelamos que aungque ambas proteinas restringen su expresion a similares
estructuras normales (a excepcion de su localizacion complementaria descrita en
el epitelio bronquial) la proteina de elevado peso molecular es demostrada con
mayor frecuencia, extension e intensidad en comparacion con la forma mas

pequena.

Por lo que respecta a la expresion de HSP’s en tumores esta ha sido calificada
como heterogénea. Las diferencias halladas han sido determinadas entre
neoplasias. Ademads, detectamos la presencia de campos tumorales con
microheterogeneidad de expresion. Asimismo, la inmunolocalizacién en tumores
de la proteina de bajo peso molecular es menor en frecuencia y extension en

comparacion con el marcaje que distingue a HSP 70.

Como parte fundamental de este trabajo las proteinas de estrés consideradas han
sido asociadas con determinadas variables pronoésticas aplicadas habitualmente
con el fin de conformar el comportamiento evolutivo que pudieran sufrir las

neoplasias broncopulmonares.
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De este modo, la falta de expresion de la forma proteica de alto peso molecular
se asocia con los estados mas tardios en la evolucién de las neoplasias
broncopulmonares. Su negatividad aumenta en las neoplasias con mayor tamaro,

afectacion ganglionar, estadiaje mas avanzado y menor supervivencia.

Por su parte, la falta de expresion correspondiente a la proteina HSP 27 se
asocia con las etapas mas tempranas en la evolucion de neoplasias
broncopulmonares dado que su negatividad es mayor en los tumores con menor
diametro, sin afectacion ganglionar y estadiaje menos avanzado. Al menos en
adenocarcinomas la falta de expresion de HSP 27 se asocia con una menor

supervivencia.

Asimismo, la expresién de HSP's (HSP 70 y HSP 27) se asocia con el grado
histologico de diferenciacion tumoral. Su falta de expresion en neoplasias de
grado bajo quizés lleve a relacionarlas con neoplasias pobremente diferenciadas,

generalmente mas agresivas y que en definitiva ofrecen peores expectativas.

Por otra parte, la inmunolocalizacion de HSP's ha quedado asociada con
especificos tipos tumorales. La elevada expresion de HSP 70 se asocia con los
tipos neoplasicos mas agresivos (carcinomas indiferenciados de células grandes y
carcinomas indiferenciados de células pequefias). Mientras, la proteina HSP 27

sufre pérdidas de expresion en tales grupos.

Por consiguiente, las proteinas de estrés parecen expresarse en funcién de
determinados parametros descriptivos del comportamiento evolutivo de los
tumores broncopulmonares. Tal hecho podria constituir el inicio en la

consideracion de las HSP’s como colaboradores prondsticos. Sin embargo,
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creemos necesaria la apertura de nuevas lineas de investigacion encaminadas a
establecer definitivamente el papel que las proteinas de estrés pudieran ejercer en

tales neoplasias.

5.2.-CONCLUSIONES:

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo y los datos aportados por el estudio

estadistico realizado nos permite concluir que:

1. Las proteinas de choque térmico HSP 70 y HSP 27 son selectivamente
localizadas en determinadas estructuras normales de la arquitectura
broncopulmonar. Su expresién es complementaria en las vias aéreas
cartilaginosas. La proteina HSP 70 se expresa en el epitelio ciliado bronquial
mientras que HSP 27 se localiza en las células basales contiguas. Las
ubicaciones comunes son el epitelio no mucosecretor de las vias aéreas finas, las
células ductales de las glandulas submucosas, el masculo bronquial y los
neumocitos tipo Il. Ninguna de las dos proteinas de estrés se expresa en células
caliciformes ni glandulas submucosas. Si bien HSP 70 se expresa en estructuras

normales con mayor frecuencia, extension e intensidad que HSP 27.

2. El inmunomarcaje hallado difiere entre tejidos tumorales y normales. Los tejidos
neoplasicos exhiben ambas proteinas de estrés (HSP 70 y HSP 27) con mayor
frecuencia, extension e intensidad que cada una de las estructuras normales

centrales y periféricas consideradas como objeto de estudio en este trabajo.
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La distribucion de HSP’s en tumores es heterogénea. Las diferencias halladas
han sido identificadas entre neoplasias. Asimismo detectamos la presencia de
campos tumorales con microheterogeneidad de expresion. Si bien HSP 70 se

expresa en tumores con mayor frecuencia y extension que HSP 27.

La falta de expresion de la proteina de 70kD parece asociarse con las etapas mas
tardias en la evolucion de las neoplasias dado que su negatividad aumenta en los
tumores con mayor didmetro, afectacién ganglionar, estadiaje mas avanzado y

menor supervivencia (p>0.05).

La falta de expresion de la proteina de 27kD parece asociarse con las etapas mas
tempranas en la evolucion de las neoplasias dado que su negatividad aumenta en
los tumores con menor didmetro, sin afectacion ganglionar y estadiaje menos
avanzado (p>0.05). Al menos en adenocarcinomas la falta de expresion de HSP

27 parece asociarse con una menor supervivencia (p>0.05).

La falta de expresion de HSP 70 y HSP 27 parece asociarse con grados

histoldgicos bajos correspondientes a neoplasias bien diferenciadas (p>0.05).

La expresion de HSP 70 parece asociarse a las neoplasias mas agresivas
(carcinomas indiferenciados de células grandes y carcinomas indiferenciados de

ceélulas pequefias) (p>0.05).
La falta de expresion de HSP 27 se asocia significativamente a las neoplasias

mas agresivas (carcinomas indiferenciados de células grandes y carcinomas

indiferenciados de células pequefias) (p<0.05).
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Por consiguiente, y resumiendo los puntos anteriores, este trabajo demuestra
que la expresion de proteinas de choque térmico en tejidos broncopulmonares
normales es un fendmeno restringido a determinadas estructuras (epitelio ciliado
y basal de vias aéreas gruesas, epitelio no mucosecretor de vias aéreas finas,
musculo bronquial, células ductales y neumocitos tipo Il). Por otra parte, la
expresion de proteinas de choque térmico parece asociarse a ciertos rasgos del
comportamiento evolutivo del tumor. La proteina HSP 70 sufre pérdidas de
expresion en las etapas mas tardias de la evolucion de las neoplasias
broncopulmonares. Mientras, la proteina HSP 27 pierde expresion en las etapas
mas tempranas. EI aumento de expresion de proteinas de choque térmico se
asocia con una mayor supervivencia. Su expresion se ve reducida en los tumores
bien diferenciados. Y por ultimo, la expresion elevada de HSP 70 se asocia con

las neoplasias mas agresivas a la vez que HSP 27 pierde expresion en las mismas.
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