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ABC: Complejo Avidina-Biotina

ADN: Acido desoxirribonucléico

AIF: factor inductor de apoptosis.

ALK: quinasa del linfoma anaplasico

ARN: Acido ribonucléico

ATP: Adenosina trifosfato

B-SA: Sistema Biotina-Streptavidina amplificado
EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico.
HSP: proteinas de choque térmico

IGFR: receptor del factor de crecimiento de tipo insulina
IHQ: Inmunohistoquimica

Le: Lewis

MAPK: protein-quinasa mitdégeno activada.

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad
NSCLC: carcinoma pulmonar no microcitico

OMS: Organizacion mundial de la salud

PAP: Peroxidasa-antiperoxidasa

PCR: Reaccion de polimerasa en cadena

RMN: Resonancia nuclear magnética

RT-PCR: Reaccion de polimerasa en cadena con transcripcion inversa
SLE: supervivencia libre de enfermedad.

TAC: Tomografia axial computerizada

TTF-1: Factor de transcripcion tiroideo 1

VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular
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Introduccion

I. GENERALIDADES.

1. INCIDENCIA Y MORTALIDAD.

El cancer de pulmon es uno de los problemas sanitarios mas importantes,
especialmente en el mundo occidental. En las estadisticas mas recientes constituye la
mayor causa de mortalidad por cancer en Estados Unidos (28% de las muertes por
cancer), en ambos sexos. En ese pais se diagnostican 215.000 canceres de pulmon al

afio, con una mortalidad de 161.000 (1,2).

En la Union Europea se diagnostican anualmente mas de 381.000 casos nuevos, con
341.000 muertes por afio, que suponen el 20,7% de todos los tipos de cancer en varones
y el 5,6% en mujeres. En relacion con la poblacién europea, uno de cada 10-15 varones
y una de cada 80 mujeres desarrollan cancer de pulmon (3). La tasa de supervivencia es

de un 30% en el primer afio y 10% a los 5 afios (4)

La incidencia en Esparfia en el periodo 1978-1982 fue relativamente baja (menos de
60 por 100.000 habitantes); experimentd un crecimiento en los afios 80. Como en la
mayoria de los paises del sur y del este de Europa, la incidencia de cancer de pulmén
entre hombres alcanzé su maximo a finales de los afios 90, superando en 2008 los 60
casos por 100.000 habitantes (5,6).

En la actualidad, se estima que en nuestro pais de los 162.000 pacientes

diagnosticados de cancer cada afio, 18.800 presentan cancer de pulmon (7).
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Dicha relevancia se ha ido incrementando a lo largo del siglo XX de manera que al
comienzo era una enfermedad poco frecuente, pero en la década de los afios 50 aumento
su incidencia, encontrandose en los primeros estudios epidemioldgicos realizados al
respecto una relacion entre el consumo de tabaco y el desarrollo de cancer de pulmén
(8).

La curva de incidencia es ascendente aunque dicho incremento se ha ralentizado en
los Gltimos afios. Asi en el conjunto de la poblacion el incremento por afio es del 0,5%,
siendo la frecuencia urbana mayor que en la poblacién rural, y respecto al sexo de dos a

seis veces mas frecuente en los varones que en las mujeres (9).

A pesar de los avances en las nuevas estrategias terapeéuticas (gracias a la
introduccion de las técnicas de anestesia actuales en la década de los 50) y diagnosticas,
los porcentajes de supervivencia totales en estos pacientes oscilan entre el 10 y el 15%,
sin diferencias importantes en los Gltimos afios. Las tasas de mortalidad en Estados
Unidos por 100.000 habitantes ajustadas a la poblacion mundial se encuentran alrededor
del 53,2 para los hombres y del 27,2 para las mujeres. En los demas paises del mundo
las tasas son muy variables. En Espafa, las tasas en el afio 1997 eran del 58,6 para

varones y del 6,4 para mujeres (10).

El prondstico del cancer de pulmon esté directamente relacionado con el estadio en el
momento del diagnostico. Se han establecido una serie de pruebas de deteccién
selectiva en individuos de alto riesgo (varones de mas de 45 afios que fuman 40
cigarrillos o0 mas al dia), que consisten en citologia de esputo y radiografia de térax cada
4 meses. El cancer se detecta en el 72% de los casos solo con radiografia de torax, el

20% solo con citologia y el 6% con ambos métodos. En contraste con los individuos no
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sometidos a estas técnicas de deteccion, el 90% de los pacientes seguidos de esta forma
y que presentan cancer son asintomaticos, el 62% tiene tumores resecables y el 53%
corresponden a estadio | después de la cirugia. Sin embargo, en estudios prospectivos
aleatorios y multiinstitucionales no se han demostrado diferencias entre la supervivencia
de los sometidos a estas pruebas de deteccion y la de los que no lo fueron. Esto se debe
a la presencia de metastasis clinicamente silentes en la mayoria de los enfermos, incluso
cuando los tumores son detectados en estadios muy precoces. Por esta razon, las
técnicas de deteccion precoz del cancer de pulmén han fracasado y se ha abandonado su

utilizacion (11).

2. ETIOPATOGENESIS.

El consumo de tabaco es el principal factor ambiental relacionado con el desarrollo
del carcinoma pulmonar, encontrandose un incremento del riesgo dosis-dependiente
para cualquier tipo histolégico (9). Se encuentra ademas una asociacion estadistica entre
la frecuencia del cancer de pulmén, la cantidad diaria de tabaco consumido, la tendencia
a inhalar el humo vy el tiempo del habito de fumar (12-14). Se aprecian sin embargo
variaciones en cuanto al subtipo histolégico entre fumadores y no fumadores, siendo el
carcinoma epidermoide y el microcitico los que muestran mayor asociacién con el

consumo de tabaco, como se resume en la siguiente tabla:
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Subtipo histoldgico Fumadores (%0) No fumadores (%)
Carcinoma epidermoide 98 2
Adenocarcinoma 81,6 18,4
Carcinoma bronquioloalveolar 70,6 29,4

(adenoCA in situ (lepidico)
Carcinoma microcitico 98,9 1,1
Carcinoma  celula  grande 93,3 6,7

(NSCLC NOS)

En cambio no todos los fumadores desarrollan la enfermedad, menos del 20%, lo que
indica la existencia de otros factores afiadidos en dicha génesis.

La exposicion a asbesto es también una causa del carcinoma pulmonar, siendo
responsable de entre 4 y 6000 muertes al afio, si bien esa cifra supone unicamente el 5%
de la mortalidad (9). La relacion es dosis-dependiente en cuanto a la génesis, pero no en
cuanto al subtipo histologico.

Es también un cofactor que multiplica su efecto carcinogénico al asociarse con el
consumo tabaquico, de forma que el asbesto aislado multiplica por seis el riesgo, el
consumo de cigarrillos aislado por 11, mientras que la exposicién conjunta eleva este
riesgo 59 veces (15).

También son conocidas otras causas como la exposicion a radiaciones ionizantes,
dieta, nitrosaminas, cicatrices pulmonares, displasia epitelial alveolar, carcinomas

broncogénicos previos (13,14).
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3. CLASIFICACION HISTOLOGICA.

Desde el punto de vista del manejo terapéutico se contemplan dos grandes grupos
dentro del carcinoma de pulmén: el carcinoma microcitico y el carcinoma no
microcitico. En este segundo grupo se incluyen tres tipos que suponen mas del 80% de
los tumores pulmonares malignos: el carcinoma epidermoide, el adenocarcinoma y el
carcinoma de células grandes (carcinoma pulmonar no microcitico sin diferenciacion
especifica) (2). Menos del 5% del total lo comprenden otras variantes infrecuentes de
carcinoma no microcitico (adenoescamoso, rabdoide, papilar, pleomdrfico... etc) y
tumores no epiteliales. Estos ultimos no estan incluidos en nuestro estudio.

Se observan variaciones en la incidencia de los diferentes tipos histologicos. Asi el
adenocarcinoma es mas frecuente en las mujeres y en grupos de edad mas joven. El
epidermoide en cambio se encuentra con mayor frecuencia en el sexo masculino y entre
edades mas avanzadas. Existen también diferencias geograficas, con una prevalencia
mayor en paises industrializados (EEUU y Europa) (9).

El carcinoma de células grandes es por definicién un tumor indiferenciado en el que
no se encuentran caracteristicas especificas, desde el punto de vista de la microscopia
Optica, de carcinoma escamoso ni de adenocarcinoma. Es por tanto un diagnostico de
exclusion. Es el menos frecuente y ha ido disminuyendo debido a que gracias a las
técnicas de microscopia electronica, en épocas anteriores, y sobre todo de
inmunohistoquimica, muchos de estos tumores, han sido reclasificados como
adenocarinomas o carcinomas epidermoides poco diferenciados, sobre todo en casos en
que el material inicial era escaso o el muestreo no resultaba suficientemente amplio. En
casos dudosos el estudio inmunohistoquimico es Gtil ya que la positividad para TTF-1

se observa en adenocarcinomas y no en epidermoides o carcinomas de célula grande, y
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la de p63 se encuentra en carcinomas escamosos Yy no en los otros dos tipos histolégicos
(16).

Recientemente la International Association for the Study of Lung Cancer, American
Thoracic Society, and European Respiratory Society ha propuesto una nueva
clasificacion internacional multidisciplinaria de adenocarcinomas en la que no se
incluyen solamente criterios histopatolégicos sino que también se incluye la radiologia,
biologia molecular, oncologia y cirugia, atendiendo a las nuevas necesidades de
determinaciones moleculares con fines terapéuticos (17). Elimina el carcinoma
bronquioloalveolar como entidad, ya muy restringido conceptualmente en la
clasificacion de la OMS del 2004 (2), divide los adenocarcinomas en preinvasivos
(adenocarcinoma in situ), minimamente invasivos e invasivos, con diferentes formas y
variantes dentro de cada grupo, y propone eliminar el término de carcinoma
indiferenciado de célula grande sustituyéndolo por el de carcinoma pulmonar no
microcitico sin diferenciacion especifica (17). Habra que esperar para ver si es aceptada
por la comunidad médica o en qué medida es incluida en clasificaciones mas

universales como la de la OMS.

Lesiones preneoplasicas

Al igual que en muchas otras neoplasias epiteliales, existen un grupo de lesiones
preneoplasicas precursoras del carcinoma pulmonar, principalmente en el epitelio
bronquial. Clasicamente s6lo se consideraban dichas lesiones en el carcinoma
epidermoide, incluyendo la hiperplasia, la metaplasia escamosa, la displasia y el
carcinoma in situ. Suelen ser extensas y frecuentemente multifocales, debido a que

aparecen dentro del fendémeno de “cancerizacion de campo” (field effect). En cambio la
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altima clasificacion de la OMS incluye lesiones preneoplasicas asociadas al
adenocarcinoma como la hiperplasia adenomatosa atipica alveolar, el adenocarcinoma
in situ y otras en relacion con tumores neuroendocrinos como la hiperplasia idiopatica
difusa de células neuroendocrinas (2,18) o el adenocarcinoma in situ en la reciente

Clasificacion Internacional (17).

Desde el punto de vista del comportamiento clinico, los adenocarcinomas son mas
agresivos, recidivan con mayor frecuencia y se presentan en estadios mas avanzados,
comparados con los epidermoides. Si embargo la supervivencia es similar en ambos
grupos.

Estas diferencias, tanto en el tipo de poblacion afecta como en el comportamiento
clinico, las diferentes lesiones preneoplasicas y su distinta morfologia, hacen pensar en
vias patogenéticas diversas, a pesar de estar incluidos en el mismo grupo y separados
del carcinoma microcitico. En conjunto muestran mejor prondstico y diferente respuesta

al tratamiento que el de célula pequenia.

Il. BIOLOGIA MOLECULAR DEL CANCER DE PULMON

Gracias a la tecnologia molecular, ampliamente desarrollada en las Gltimas décadas,
se han podido identificar numerosas alteraciones genéticas en el cancer de pulmén,
contribuyendo asi a la comprension y caracterizacion de su patogenia. Estos
descubrimientos tienen su aplicacion practica en métodos de diagndstico precoz en un
futuro inmediato, estrategias de prevencion y nuevas tratamientos basados en el
restablecimiento de las lesiones genéticas o terapias selectivas dirigidas a aquellas

células tumorales que muestran una alteracion especifica.
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Se ha intentado encontrar un modelo de carcinogénesis, sin embargo, aln no esta
claro el papel exacto de estas alteraciones genéticas en los mecanismos de génesis y
progresion tumoral (18). El hecho de que existan tumores con varias formas histolégicas
diferentes combinadas en la misma neoplasia, sugiere que todos los tipos histolégicos
puedan originarse a partir de una misma célula madre (19). Sin embargo, el
comportamiento diferente de cada subtipo hace necesario estudiar los factores
implicados a fin de disminuir en lo posible su incidencia y mortalidad.

En otro aspecto el cancer de pulmén puede ser considerado como una enfermedad
del ciclo celular (20), cuya alteracién podria ser en unos casos el factor inicial
desencadenante de la malignizacion de la célula, o en otros el factor contribuyente que
altera la progresion del tumor en estadios mas avanzados. Los genes que contribuyen al
desarrollo del carcinoma de pulmon serian tanto oncogenes como genes Supresores,
reguladores de forma directa o indirecta del ciclo celular.

Tanto las delecciones como las pérdidas de heterozigosidad son dos mecanismos
genéticos importantes en el desarrollo de tumores. En el cancer de pulmén dichas
alteraciones se producen frecuentemente en el brazo corto del cromosoma 3, region que
es conocida por la alta frecuencia de alteraciones en diferentes tumores. En el 98% de
carcinomas de pulmon y en el 78% de lesiones preneoplasicas se observa pérdida de
heterozigosidad (21,22) o lesiones homozigotas (12) en esa zona. Se han encontrado 5
regiones en las que se produce la deleccion, tres en 3p21, una en 3pl12-13 y otra en
3pl4.2 (23). Entre los posibles candidatos a genes supresores en 3p estan el
protooncogen c-RAF-1, el gen receptor del acido retinoico, el gen de la fosfatasa-

gamma de la tirosina (PTP-gamma) (23) y el gen FHIT (Fragile Histidin Triad) (24).
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Los oncogenes codifican proteinas relacionadas con el crecimiento celular y su
control, imprescindibles en las células no tumorales. Cuando uno de los alelos se altera
como consecuencia de una mutacion u otro mecanismo, se pueden provocar cambios en
la via metabdlica y por tanto en los mecanismos normales de proliferacion,
produciéndose el desarrollo de un clon tumoral independiente que escapa a los sistemas

habituales de regulacion.

En el carcinoma de pulmén se han detectado alteraciones en la familia de los proto-
oncogenes Myc (C-Myc, N-Myc y L-Myc). Las alteraciones en N-Myc y L-Myc se
describen en el carcinoma microcitico, pero el que se altera mas frecuentemente es el C-
Myc, tanto en carcinomas microciticos como no microciticos (12,25). Esta alteracion de
C-Myc segun algunos autores va asociada a mayor agresividad y peor prondéstico. Se
observa con mas frecuencia en pacientes tratados y en metastasis, que en tumores
primarios no tratados, por lo que corresponde a un factor pronostico tardio, que provoca

un peor comportamiento con el desarrollo de metastasis y recidiva tumoral (26).

También se encuentran alteraciones en proto-oncogenes de la familia Ras (K-Ras, H-
Ras, N-Ras): de K-Ras entre el 15 y 20% de carcinomas no microciticos, mas
frecuentemente en adenocarcinomas (20-30%) (12). La capacidad oncogeénica de dicha
mutacion parece estar asociada con el tabaco y no esta clara su importancia prondstica,
aungue algunos autores encuentran peor pronéstico en los casos de mutacion (27,28).
Esta relacionada con la activacion de la via de la PI3K/AKkt kinasa y la inhibicion de la

apoptosis (29-31).
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Otros oncogenes implicados en el cancer de pulmon son el Bcl-2 (18g21),
relacionado con la inhibicion de la apoptosis (32), sobreexpresado mas frecuentemente
en el carcinoma microcitico (75-95%) y entre el 10 y el 46% de carcinomas no
microciticos, sobre todo el epidermoide (33-35); la ciclina-D1 (11g13), implicada en la
regulacién del ciclo celular en el punto de restriccion G1 (25-47% de no microciticos)
(36); y el C-MOS (8ql1-12), inhibidor de la via protein-quinasa activadora de
mitdgenos. No se ha demostrado que ninguno de estos tenga relacién clara con factores

pronosticos o de supervivencia.

En la siguiente tabla se resumen las principales alteraciones genéticas descritas en el

cancer de pulmon.
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Tipo de alteracion
Mutaciones en Ras
Amplificacion de Myc
Sobreexpresion bcl-2
Mutacion p53
Expresion anormal p53
Baja 0 ausente expresion
de Rb
Mutacion pl6
Ausencia expresion p16
Perdida heterocigosidad 3p
Perdida heterocigosidad
4plq
Actividad telomerasa
Inestabilidad
microsatelites
Sobreexpresion HER 2-

neu

Microcitico

<1%

15-30%

75-95%

75-100%

40-70%

>90%

<1%

0-10%

90-100%

50-80%

100%

35%

<1%

No microcitico

15-30%

80%

10-35%

50%

40-60%

15-30%

10-40%

30-70%

90%

20-30%

80-85%

22%

35%

Algunos autores han realizado estudios de perfiles de expresion génica usando
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genes con el fin de encontrar un namero asequible de ellos, denominados genes
candidatos, que demuestren relacion con la génesis tumoral u otros parametros clinicos

y pronosticos que puedan ser Utiles para determinar el curso tumoral e incluso pueden
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ser usados como dianas para el desarrollo de nuevas terapias. Una vez encontrados
dichos genes pueden ser estudiados de forma mas amplia y rentable usando la técnica de
RT-PCR (37).

Dichos estudios de perfiles de expresion de genes usando matrices (38,39) o PCR
(40,41) permiten ademas estimar con seguridad el prondstico de pacientes con cancer de
pulmén (42-45). Asi la presencia de los genes DUSP6, MMD, STAT1, ERBB3, y LCK
estd asociada con riesgo aumentado de recurrencia y disminucién de supervivencia y
podria ser util para clasificar a los pacientes segun el riesgo en ensayos de tratamiento
adyuvante y para seleccionar terapias. (37,40). Otro grupo encontr6 82 probes
relacionados con recaida en adenocarcinoma (46).

También se ha encontrado que mutaciones o expresion aberrante de microARNS, que
son reguladores negativos posttranscripcionales de la expresion génica, estan asociados
con cancer, incluyendo el pulmonar. Pueden actuar como oncogenes 0 genes supresores.
Su patron de expresion puede clasificar diferentes tipos tumorales incluso de forma mas
segura que las matrices de ADN referidas en el parrafo anterior. En pulmon se han
encontrado 69 miARNs expresados en la carcinogénesis bronquial desde los estadios
mas iniciales, por lo que podrian usarse para deteccion precoz. Se expresan de forma

diferencial en carcinomas de alto y bajo grado (47).

Los fendbmenos epigenéticos han mostrado su influencia en la biologia tumoral. Asi
se ha demostrado que la metilacion en 14-3-3c, un gen responsable del control del
checkpoint G2-M en respuesta al dafio del ADN. Un 34% de casos de CAs de célula no
pequefia de pulmon en estadio avanzado presentan esa metilacion en 14-3-3c que los
hace méas sensibles a doxorrubicina y cisplatino con gemcitabina, mostrando mayor

supervivencia con dicho tratamiento. Es por tanto un factor pronéstico independiente
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para la supervivencia (48). Otras aberraciones epigenéticas encontradas en carcinoma
pulmonar son hipermetilacién de pl6ink4a, DAPK y RASSF1A, hipometilacion
gendémica global y delecciones genémicas de CBP y del factor remodelador de

cromatina BRG1 (49-51).

Una de las mayores novedades de los Gltimos afios es el empleo de inhibidores de la
tirosin-quinasa del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR-TKI) en el
tratamiento de carcinoma pulmonar no microcitico avanzado y metastatico, en aquellos
casos en que muestran mutacion de EGFR, en lugar del tratamiento convencional
(52,53). Se obtiene mejor progresion libre de enfermedad pero no mejora la
supervivencia global, no encontrandose beneficio como terapia de primera linea (54).
Dicha mutacion se correlaciona clinicamente con mujeres no fumadoras y con
adenocarcinoma, siendo mas frecuente en pacientes asiaticos. Otro tratamiento
novedoso en lo que se refiere a EGFR es el uso de anticuerpos monoclonales para el
blogueo del receptor de crecimiento EGFR afiadido al tratamiento convencional pero
con beneficio de pequefia magnitud acompariado de toxicidad severa y coste elevado
(55,56).

En esta misma linea otros candidatos para dianas terapéuticas en los que también se
han desarrollado tratamientos con inhidores de tirosin quinasa Yy/o anticuerpos
monoclonales son el receptor del factor de crecimiento de tipo insulina (insulin-like)
(IGFR): IGF-1 e IGF-2 y su receptor IGF-1R que estan sobreexpresados en carcinoma
pulmonar no microcitico (57) acompafiandose de peor prondstico (58,59); el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) con valor prondstico negativo de su
aumento de expresion demostrado en la mayoria de los estudios realizados (60,61);

quinasa del linfoma anaplasico (ALK) en casos positivos asociados con inversion del
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cromosoma 2 inv(2)(p21;p23) conduciendo a la fusion EML4-ALK que se produce en
un 13% de carcinomas pulmonares no microciticos (62,63).

Algunos de estos resultados terapéuticos y de expresion o alteracién molecular son
mas frecuentes en un tipo histolégico que en otro. Ademas de los arriba referidos el
adenocarcinoma y el de célula grande responden mejor que el escamoso a pemetrexed
(64) y el bevacizumab se encuentra contraindicado en carcinomas escamosos (65). Por
tanto la seleccion de la terapia se hace en base a la histologia tumoral por lo que ya no
es suficiente un diagndéstico general de carcinoma pulmonar no microcitico. Por esto en
casos poco claros desde el punto de vista histologico el uso de anticuerpos para TTF-1y
p63 en el estudio inmunohistoquimico puede resultar esclarecedor como ha quedado

referido anteriormente (16).

Il. FACTORES PRONOSTICOS EN EL. CARCINOMA DE PULMON.

Entre los factores prondsticos del carcinoma de pulmdén encontramos algunos
clasicos, bien establecidos, y otros de menor importancia y cuyo valor no es aceptado en
todos los estudios. Dado que la tasa de recurrencia tumoral tras reseccién quirurgica se
encuentra entre el 20% y el 85%, en funcion del estadio, encontrar nuevos parametros
prondsticos que permitan predecir la recidiva o progresion de la enfermedad es

clinicamente relevante (66).

Dentro del carcinoma no microcitico el estadio y los parametros que lo definen (T:
tamafio tumoral, N: extension de afectacion ganglionar, M: metéstasis a distancia) son
los factores pronosticos de mayor importancia y méas firmemente establecidos (67,68).

La demostracion de diferente supervivencia dentro de cada estadio o parametro TNM
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induce a buscar otras caracteristicas afiadidas que permitan determinar y predecir dichas

diferencias.

Entre dichos pardmetros se encuentran también alteraciones genéticas y moleculares.

Su determinacion se realiza gracias a técnicas inmunohistoquimicas o de biologia

molecular y estdn comentadas en el apartado 11.

IV. FACTORES HISTOLOGI COS

Con respecto a la implicacion prondstica de factores puramente histologicos se han
estudiado varios de ellos pero con unos resultados no concluyentes, no tan claros ni
universalmente reconocidos como los anteriormente citados de estadificacion tumoral y
ganglionar. En general son conflictivos desde el punto de vista de cada factor aislado y
algunos que son significativos en unos articulos no conservan dicha significacion en
otros estudios.

El tipo histolégico tumoral no es significativo en la mayoria de estudios (69), pero en
otros si encuentran diferencias, en general con mayor supervivencia en los escamosos
(70), o peor supervivencia en los no escamosos (71,72). En lo que estan de acuerdo la
practica totalidad de autores es en el mejor pronostico para el carcinoma
broquioloalveolar (73,74).

Tampoco el grado histoldgico tiene significacion en la mayoria de trabajos (72),
aungue algunos la encuentran para los adenocarcinomas (75) o incluyendo todos los
tipos tumorales (76).

El patron invasivo en la periferia tumoral confiere peor prondstico que la buena

delimitacion tumoral (77), pero el crecimiento de una luz alveolar a otra sin destruccién
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tisular es signo de buen prondstico; otros no encuentran esas diferencias (78) y patrones
como el atrapamiento alveolar en el que las luces de los alveolos normales quedan
incluidas en el seno de los nidos tumorales han sido menos estudiados.

La necrosis en general conlleva peor prondstico, sobre todo cuando es extensa (79),
pero otros no encuentran esa diferencia (72). A la apoptosis en cambio se le ha
encontrado un carécter favorable en epidermoides (70).

La presencia de cicatriz en el centro del tumor es un hecho bien conocido y
estudiado. Si es menor de 0,5 cm en adenocarcinomas menores de 3 cm, Se acompafa
de supervivencia de casi el 100% (75), empeorando el prondstico al aumentar el tamafio
y sobre todo si se acomparia de desmoplasia (75,80) que es sinGnimo de mayor tiempo
de depdsito de colageno y por tanto un tiempo de evolucion méas largo. Otras
caracteristicas generales del estroma tumoral han sido menos estudiadas pero parecen
no tener influencia pronostica, al menos en cuanto a su ausencia o presencia (78).

Entre los factores pronosticos histoldégicos mas constantes estan la invasion vascular,
tanto linfatica (79) como venosa (72) o incluso arterial (76), esta menos frecuente y
menos estudiada, que son signos de pronostico tumoral negativo, como también lo es el
contaje mitético (75), aunque otros estudios no encuentran esa asociacion (78,81).

Algunas variedades histoldgicas, aunque suponen un porcentaje bajo dentro del total
de carcinomas pulmonares, también se asocian con curso clinico mas agresivo como son
el adenocarcinoma con patron micropapilar, el carcinoma pleomdrfico, de células

gigantes, de células fusiformes o con diferenciacion rabdoide.
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V. EXPRESION DEL ANTIGENO DEL GRUPO SANGUINEO A.

Los determinantes de grupos sanguineos ABH y antigenos relacionados son estructuras
oligosacéridas carbohidratadas presentes normalmentre en glicoproteinas y glicolipidos
animales. Aunque reciben dicha denominacion porque fueron descubiertos en células
heméticas y se pensaba que eran exclusivos y especificos de ellas, en realidad estan
ampliamente distribuidos en tejidos humanos y animales, especialmente epiteliales y en
sus secreciones, de forma que las secreciones epiteliales son la principal fuente corporal
de antigenos de grupo sanguineo (82). Todas las células epiteliales respiratorias normales
revistiendo bronquios, glandulas o sacos alveolares pueden expresar antigenos de grupo
sanguineo de tipo ABH y Le, excepto las células serosas de las glandulas bronquiales
(83,84), observandose un gradiente de disminucion desde las vias bronquiales centrales
hacia la periferia, mostrando positividad los neumocitos tipo Il Gnicamente en zonas de
hiperplasia.

En general son estructuras complejas con cuatro tipos principales de cadenas
oligosacéridas (85). Sobre estas cadenas se afiaden diferentes tipos de azlcares en diversas
posiciones, mediados por varios tipos de transferasas especificas cuya regulacion esta
determinada por cuatro genes codificados en el cromosoma 9 (86,87). Esta expresion varia
a lo largo del desarrollo embrionario y la diferenciacion (82,87,88) ), asi como en los
diferentes 6rganos e incluso dentro de estos es diferente segun la localizacion o estructura
anatémica (89,90).

En unos procesos complejos es de esperar que los cambios que se producen a lo largo
de la carcinogénesis también lo sean. Estos se resumen en 4 categorias (91): 1.-
disminucion de la actividad de transferasas con la consiguiente acumulacion de

precursores 0 desviacion de la via enzimatica con expresion paraddjica o de antigenos
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poco frecuentes (83,92). 2.- Activacion de transferasas previamente suprimidas con
reexpresion de antigenos presentes en tejidos fetales y embrionarios (93). 3.- Alteracion de
la expresion de diferentes series. 4.- Cambios en las proteinas y lipidos unidos a membrana

que llevan el antigeno de grupo sanguineo inmunodeterminante.

En metaplasia escamosa e hiperplasia alveolar se observa una disminucién de
expresividad antigénica al aumentar la atipia celular, tanto en intensidad como en

porcentaje celular (84).

En numerosos estudios se ha tratado de correlacionar la pérdida de expresion de los
histoantigenos de grupos sanguineos A, B y H con una mayor agresividad de los
tumores (asociada con mayor invasividad y potencial metastasico), o con el hecho de
que en su desarrollo biolégico acumulen cada vez mas aberraciones. En carcinomas
pulmonares se ha observado pérdida o disminucion de determinantes ABH (94), deleccion
antigénica con expresion de grupos incompatibles (83,84) y acumulacion de precursores

(83) como el antigeno I, no presente en células normales.

Fue en el cancer gastrico en el primero que se describio la reduccion y pérdida de

epitopos de histoantigenos de grupo A o B (95).

Posteriormente se demostré que la capacidad de invasién y metastasis en tumores
pulmonares y de cérvix uterino estaban relacionadas con el grado de deleccion de los
antigenos de grupo A y B (94,96). En el cancer de pulmon la pérdida de expresion de

grupo A (no asi en el grupo B) se asocia con una menor supervivencia (97), siendo
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dicha pérdida un marcador predictivo negativo de supervivencia en carcinomas no

microciticos (98).

Por otra parte la pérdida de expresién de histoantigenos de grupo A se puede
relacionar con la acumulacion de aberraciones fenotipicas sucesivas segin progresa el
tumor, al igual que ocurre en estadios avanzados o tumores de mayor tamafio en los que
aparecen subclones mas agresivos que favorecen la progresion tumoral, frecuentemente

con expresion de otros marcadores como los neuroendocrinos (99).

Sin embargo en algunos articulos (100,101), no encuentran relacion de la pérdida o

disminucion de la expresion con supervivencia, agresividad tumoral ni capacidad

metastasica.

FISIOPATOLOGIA DEL SISTEMA DE PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO.

Ante diferentes agresiones el organismo reacciona con cambios complejos
encaminados a neutralizar la accidn del agente y la progresion de la lesion, bloquear el
agente que la ha producido y desencadenar los procesos reparativos que se necesiten

para establecer el equilibrio inicial.

La respuesta a nivel celular esta orientada en un doble aspecto: la proteccion del
acervo genético, reparando los nucleétidos alterados, y la proteccion de la estructura

proteica de la célula.

Las proteinas de choque térmico (Hsp) o proteinas de respuesta a estrés (Srp), son
una familia de proteinas que se encuentran en todas las células procariotas y eucariotas,

con secuencias de aminoacidos similares a lo largo de la escala filogenética (102,103).

31



Introduccion

En condiciones fisioldgicas tienen una funcion de colaboracién molecular (chaperona)
en los procesos de plegamiento y ensamblaje de las proteinas sintetizadas, transporte
por los diferentes compartimentos celulares y degradacién. Pero ante una situacion de
estrés las proteinas pueden desnaturalizarse. En estos casos aumentan los niveles de Hsp
siendo capaces de reconocer las proteinas alteradas realizando su funcion en el
plegamiento, o bien transportandolas a otros compartimentos celulares, o induciendo su
degradacion en los lisosomas, con la secrecidon o excrecion de los productos proteicos

(104,105).

El primer estimulo descrito en el que se encontré un incremento en los niveles de
Hsp fue realizado con exposicion al calor, de ahi el nombre que reciben, lo que

generaba la expresion de los genes especificos que las codifican (106,107).

Posteriormente se ha encontrado que otras situaciones de estrés desencadenan una
respuesta celular similar. Asi por ejemplo agentes oxidantes, metales pesados, grupos

sulfhidrilo, arsenito sodico, algunos quimioterapicos o alcoholes (108,109).

También se ha encontrado que las Hsp participan en la respuesta inmune como
antigenos tumorales o transportadores de péptidos (110,111) y en estudios
experimentales se ha comprobado que la exposicion in vitro de células tumorales a una
temperatura elevada aumenta la expresion de Hsp en superficie facilitando la lisis

celular por células NK (112).

También podrian ser alteradas durante la carcinogénesis y ser presentadas en

superficie por moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase |

32



Introduccion

donde interaccionan con células T (113,114). Incluso las propias Hsp podrian tener

también por si mismas esa funcion de presentadoras de antigenos (115).

El patrén de expresion de las Hsp en células tumorales es diferente que en las
normales, encontrandose niveles méas elevados de estas proteinas, como Hsp70 y Hsp27

(111,116).

Aungue no se conoce bien en detalle su papel en el cancer, parece que son numerosas
las funciones en las que intervienen (111). Asi parecen relacionadas con apoptosis
ligada al oncogén c-myc, necrosis y factores TNF-o y  (117,118), union a proteina p53
mutante (119,120), relacidén con productos proteicos de oncogenes y con la expresion de
receptor de estrogenos (121). Dichas funciones estan ligadas a diferentes Hsp y también

varia de unos tumores a otros.

Se ha encontrado que el tratamiento con agentes quimioterapicos puede aumentar el
nivel de Hsp (122) y que, a su vez, este tratamiento induce termotolerancia (123,124).
Este aumento de nivel proteico se ha encontrado relacionado con diferentes farmacos
como actinomicina D, colchicina, adriamicina, cisplatino, etoposido, vincristina, etc. Se
ha especulado por tanto que la presencia de esta familia de proteinas podria estar
relacionada con el desarrollo de resistencia a esos quimioterapicos. Sin embargo no

todos los trabajos sostienen dicha relacion (125,126).

Por otra parte también han sido estudiadas como factores prondsticos, encontrandose

que en general son factores que implican un peor prondstico en aquellas neoplasias con
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un nivel elevado de Hsp. En cambio otros grupos han encontrado un pronostico mas

favorable asociado con esa expresion (127-129).

Por tanto dicha discrepancia aconseja la continuacién de trabajos de investigacion
encaminados a discriminar factores prondsticos y otros relacionados con el tratamiento
quimioterapico a fin de aclarar las diferentes contradicciones que existen entre los

articulos.

VII. HIPOTESIS Y JUSTIFICACION DEL PRESENTE ESTUDIO

Como hemos resumido en la introduccidn, a pesar de los avances en el diagndstico y
tratamiento la mortalidad del carcinoma pulmonar sigue siendo muy elevada y la
disminucion de la tasa de mortalidad por esta neoplasia ha sido minima. A pesar de la
estadificacion y la reseccion quirdrgica supuestamente sin enfermedad residual
conocida en el momento de la cirugia, un 30% de los pacientes operados desarrollan

recidiva o enfermedad a distancia.

Por tanto cualquier trabajo de investigacion destinado a intentar estudiar dicho
tumor, su comportamiento y evolucion bioldgica y buscar parametros que sirvan como
factores prondsticos, que determinen lineas terapéuticas, o seleccionen los pacientes
para uno u otro tratamiento, principalmente en estadios precoces en los que todavia es

posible la accidn terapéutica con fines curativos, esta plenamente justificado.

En el presente trabajo estudiamos varios parametros histolégicos como son el tipo
histolégico, el grado de diferenciacién tumoral, la cantidad de estroma, la presencia de
cicatriz y necrosis y especialmente el atrapamiento alveolar en el seno del tumor y la
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diseminacion interalveolar en la periferia, correlacionandolo con la expresion de
antigeno de grupo sanguineo A y de proteinas de choque térmico Hsp27 y Hsp70, para
intentar encontrar relacion entre ellos, y estudiar si tienen influencia significativa en la

supervivencia o se relacionan con la o estadificacion TNM.

La alteracién de la regulaciéon y expresion proteica, como el antigeno de grupo
sanguineo A y de proteinas de choque térmico, estd intimamente relacionada con la
regulacién de expresion de dichas proteinas en diferentes procesos, entre los que esta la
oncogeénesis y las diferentes alteraciones que se producen en la evolucion tumoral a lo
largo del desarrollo de las neoplasias. El estudio de la expresion proteica en toda esa
evolucion tumoral es interesante para comprender la malignidad de los tumores e

intentar demostrar correlaciones con su prondstico, evolucién y tratamiento.
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OBJETIVOS

1. Estudiar en esta serie de carcinomas pulmonares no microciticos la presencia y
frecuencia de las siguientes caracteristicas histologicas convencionales: (1) tipo
histolégico, (2) grado de diferenciacion, (3) atrapamiento alveolar por la
tumoracion en su crecimiento, (3) gradacion de la cantidad y extensién de dicho
atrapamiento, (4) volumen de estroma en la zona de atrapamiento y en el resto
de la tumoracion, (5) presencia y cuantificacion de necrosis tumoral,

(6) presencia de cicatriz central o periférica, (7) presencia de diseminacion

tumoral interalveolar en la periferia.

2. Determinar en esta serie de carcinomas pulmonares no microciticos la expresion
de determinante antigénico del grupo sanguineo A, mediante técnicas
inmunohistoquimicas, intentando establecer la relacion entre dicha expresion y
el grupo sanguineo del paciente: pérdida de dicho determinante en pacientes del
grupo A o expresion aberrante en el resto de pacientes de un grupo sanguineo
diferente del A, y su correlacion con los factores sefialados en el apartado

anterior.

3. Determinar en esta serie de carcinomas pulmonares no microciticos la expresion
de las proteinas de choque térmico Hsp27 y Hsp70, mediante técnicas
inmunohistoquimicas y su correlacion con los factores sefialados en los

apartados anteriores.
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4. Correlacionar en esta serie de carcinomas pulmonares no microciticos las
caracteristicas estudiadas en los tres parrafos anteriores con factores prondsticos
consolidados como estadificacion T, N, M, supervivencia global y libre de
enfermedad, intentando establecer la posible significacion pronostica de dichos
parametros, posibles factores prondsticos, tanto en la serie completa como,
especialmente, en los tumores en estadio precoz (estadios I y I1). Correlacionar,
en analisis multivariante, también las diversas caracteristicas entre si, estudiando
posibles relaciones de expresion fenotipica de las diferentes proteinas y los

hallazgos histologicos.
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. MATERIAL.

1.1. CASOS DEL ESTUDIO.

La presente serie consta de 470 casos de carcinomas pulmonares no microciticos,
310 casos de tumores pulmonares resecados en el Hospital General Universitario
Gregorio Marafion entre 1993 y el 2004 y 160 casos resecados en el Hospital General de

Vigo entre 1997 y el 2003.

Criterios de inclusion de los casos en la serie:

e Confirmacion en el estudio anatomopatologico de la pieza quirargica del
diagndstico tumoral de la lesion

e Distribucion por estadios. El estudio de supervivencia es realizado en la serie
completa y en los casos de estadios la, Ib, Ila'y I1b (119, 202, 52 y 32 casos
respectivamente), comparandose también los casos de los tipos histologicos
mas frecuentes (carcinomas escamosos Yy adenocarcinomas) y los de los
restantes casos.

e Ausencia de tratamiento preoperatorio quimioterapico o radioterapico.
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1.2. MUESTRAS DEL ESTUDIO.

Las muestras proceden de las piezas quirdrgicas estudiadas en los Departamentos de
Anatomia Patoldgica de los respectivos hospitales. Los especimenes corresponden a
neumonectomias (82), lobectomias (309), bilobectomias (15) o resecciones en cufia

(64).

II. METODOS.

2.1. DATOS CLINICOS.

Los datos clinicos de los pacientes se obtuvieron revisando las historias clinicas
buscando los parametros: edad, sexo, antecedentes profesionales, principalmente en
relacion con cancer pulmonar, antecedentes personales y enfermedades sistémicas. Se
introducen prospectivamente los datos en la base de datos (Microsoft Access®). Esta
base incluye también variables clinicas de los estudios de imagen (lateralidad y
localizacion), del protocolo de intervencion quirdrgica y del informe de Anatomia
Patoldgica, de los resultados de las técnicas de inmunohistoquimica realizadas, de la

evolucién postoperatoria y del seguimiento en la consulta externa.
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Seguimiento de los pacientes: Los pacientes son seguidos periddicamente en la
consulta externa del Servicio de Cirugia de Térax. En el primer afio después de la
intervencidn, se realiza seguimiento en el mes 1°, 3°, 6°, 9° y 12°, en el 2° y 3* afio cada
6 meses y a partir del 4° afio de forma anual. En cada revision se realiza un
interrogatorio enfocado a detectar recurrencias y signos o sintomas del aparato
cardiorrespiratorio, un examen fisico y se solicitan estudios analiticos, marcadores
bioldgicos tumorales y estudios de imagen: radiografia de térax en cada revisiony TAC
téraco-abdominal anual. El primer afio se realiza una fibrobroncoscopia. Si aparecen
sintomas se solicitan los estudios complementarios méas adecuados (RMN, TAC craneal,

ecografia, colonoscopia, etc...).

Mortalidad y recidiva: Se considera causa de muerte tumoral cuando se demuestra
por autopsia o si el paciente fallece en el seno de una recidiva tumoral. Se recoge la
fecha de muerte cuando esta se produce. La informacion se obtiene del informe del
hospital, si el paciente fallece en un centro sanitario, o de los familiares, generalmente a
través de una entrevista telefnica. Se considera recidiva locorregional o metastasis
cuando los criterios clinicos, analiticos, radioldgicos o histologicos o bien una
combinacion de ellos apoyan dicha afectacion. Se anota la fecha de la metastasis o

recidiva locorregional.

2.2. ESTADIO TUMORAL.

El estadio tumoral se determind siguiendo el sistema TNM, propuesto por Mountain

en 1986 y actualizado por la Unidn Internacional Contra el Cancer (UICC) y el Comité
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Americano sobre Céancer (AJCC) en 2010. Los datos se obtuvieron de la pieza
quirargica, completados con los estudios radioldgicos para establecer el tamafio y
extension del tumor (T) y la afectacion ganglionar (N). El estudio de las metéstasis a
distancia (M) se realiza mediante criterios clinico-radiolégicos (TAC y ecografia sobre
todo), con confirmacion histologica cuando es posible. Los criterios de clasificacion

TNM vy la clasificacion por estadios se resumen en las siguientes tablas:
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Tla

Tib

T2

T2a

T2b

T3

T4

NO

N1

N2

N3

MO

M1

Mla

M1b

carcinoma in situ
Tamarfio < o igual 2 cm
Tamafio entre 2y 3 cm

Tamafio > 3 cm pero <7 cm y/o afectacion de bronquio principal con distancia a carina >
o igual a 2 cm y/o invasion de la pleura visceral y/o atelectasia parcial del parénquima no
tumoral

>3cm pero<5 cm
>5cm pero </cm

>7cm y/o afectacion de la pared toracica, diafragma, pericardio, pleura parietal,
mediastinica, nervio frénico y/o bronquio principal a <2 cm de carina y/o atelectasia total

de parénquima no tumoral y/o nédulo tumoral en el mismo lébulo

Afectacion de mediastino y/o corazon, grandes vasos, carina, traquea, nervio recurrente,
es6fago y/o vértebras. Presencia de nddulos tumorales separados en diferente I6bulo del
mismo lado.

Ausencia de metastasis ganglionares
Metastasis en ganglios peribronguiales y/o hiliares ipsilaterales
Metastasis en ganglios mediastinicos y/o subcarinales ipsilaterales

Metastasis en ganglios mediastinicos, subcarinales contralaterales, escalenos y/o

supraclaviculares
Ausencia de metastasis a distancia
Presencia de metastasis.

No6dulos tumorales contralaterales en uno o mas I6bulos, nédulos pleurales, derrame

pleural o pericardico neoplasico.

Metéstasis a distancia
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Estadio 0

Estadio |

Estadio Il

Estadio 111

Estadio 1V

1A

11B

A

1B

TIS

T1

T2a

T2b

T1

T2a

T2b

T3

T1

T2

T3

T4

Cualquier T

T4

Cualquier T

NO

NO

NO

NO

N1

N1

N1

NO

N2

N2

N1,2

NO,1

N3

N2,3

Cualquier N

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

M1la,b
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2.3. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

ESTUDIO Y PROCESADO MACROSCOPICO

Las neumonectomias y lobectomias se reciben en fresco. Se mide y se pesa la pieza.
Se procede a la fijacion de la pieza mediante insuflacién intrabronquial de formol

tamponado y se deja fijando 24 horas.

Se secciona la pieza, se mide la tumoracion y se incluye totalmente en fragmentos de
un tamafio maximo de 0,5x2x3 cm en los que se realiza el procesado histologico

habitual. Incluyendo todo el tumor se consiguen dos objetivos:

e Estudio amplio de la neoplasia facilitando su diagnostico y
disminuyendo el porcentaje de casos de carcinomas indiferenciados
de célula grande

e Seleccionar la zona mas indicada para el estudio inmunohistoquimico

De los bloques de parafina se realizan cortes de 5 pm de espesor y se montan en
portas bafiados en silano, guardandose toda la noche en estufa a 60°C. Se desparafinan
con xileno (2x5 minutos) y se rehidratan utilizando alcoholes de graduacién sucesiva
(100%, 96% y 70% respectivamente) durante 5 minutos, y posteriormente se lavan en

agua destilada 5 minutos. Finalmente se tifien con hematoxilina-eosina.
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2.4. ESTUDIO HISTOLOGICO.

Todas las preparaciones histologicas fueron revisadas por cuatro observadores al
menos dos veces para confirmar el tipo histologico. Se clasificaron histolégicamente de
acuerdo a la Gltima clasificacion de la OMS, del afio 2004.

Se seleccionaron para el estudio los adenocarcinomas y los carcinomas
epidermoides, incluyendose el resto de tipos histol6gicos en un grupo aparte como
“otros” en algunas de las valoraciones (carcinomas bronquioloalveolares, carcinomas
adenoescamosos, carcinomas indiferenciados de célula grande), mientras que en otras se
contemplan como tipos histologicos especificos cada uno de ellos. Los casos se
clasificaron segin el componente mas diferenciado. El grado de diferenciacion se
evaluo sélo en los 310 casos del Hospital Gregorio Marafion. Resumimos los criterios

diagnosticos de los dos tipos histologicos béasicos del estudio:

Carcinomas epidermoides: presencia de puentes intercelulares y formacion de
queratina. Se subclasificaron en bien, moderadamente y pobremente
diferenciados siguiendo los criterios de la OMS. Si presentan abundante
queratinizacion 'y numerosos puentes intercelulares se consideran bien
diferenciados. Si dichas caracteristicas se encuentran de forma aislada y en
cantidad escasa se consideran pobremente diferenciados. Los moderadamente
diferenciados muestran esas caracteristicas en cantidad intermedia entre los dos
tipos anteriores. Se identificaron ademas las siguientes variantes histologicas de
carcinoma epidermoide: de célula pequefia, de células claras, mixto de célula
pequefia y escamosa, y fusocelulares. Sélo si se encontraban areas bien definidas

de diferenciacion glandular o de carcinoma anaplasico de célula pequefia eran
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incluidos en el grupo de los tumores mixtos. Los carcinomas adenoescamosos
(aquellos con componente glandular y escamoso, siempre que el menos
predominante constituya mas del 10% del tumor) se incluyeron en el grupo

heterogéneo de “otros”.

Adenocarcinomas: constituyen un grupo heterogéneo de tumores. La OMS en su

clasificacion de 2004 reconoce 4 variedades:

acinar (tubular)
papilar
bronquioloalveolar
solido

Todos los casos fueron clasificados segin el componente mas diferenciado
observado en el conjunto de todas las secciones estudiadas de cada tumor.

Se dividieron en bien, moderada y pobremente diferenciados atendiendo a la
regularidad arquitectural de las glandulas, la proporcion de areas sdélidas, el grado de
atipia citoldgica y la presencia o no de necrosis, asi como su extension:

Bien diferenciado: escasa necrosis y atipia, patron arquitectural regular vy
predominantemente glandular con minimas areas de crecimiento solido.
Moderadamente diferenciado: moderada atipia, areas de necrosis, irregularidad
arquitectural y presencia en numerosos focos de areas de crecimiento sélido entre
otras de predominio glandular.

Pobremente diferenciado: extensas areas de necrosis, marcada atipia citoldgica y
escasas areas de componente glandular, de arquitectura muy irregular y con

predominio de areas sélidas.
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Carcinomas de célula grande: carcinoma indiferenciado que carece de rasgos
citologicos y arquitecturales de diferenciacion glandular, escamosa o de
carcinoma de célula pequefia.

Carcinomas adenoescamosos: carcinoma con componente de carcinoma
epidermoide y adenocarcinoma, siempre que suponga mas del 10% de la

extension tumoral cada uno de ellos.

2.5 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS ESTUDIADAS

Se estudiaron en todos los tumores las siguientes caracteristicas histologicas:

Atrapamiento alveolar

Se estudié la presencia de luces alveolares atrapadas dentro del tumor, tanto en el
seno de los nidos tumorales como en el estroma que los separa. Dichas luces se
distinguen por un revestimiento de células epiteliales cubicas con nucleo sin atipia,
monomorfo, ocasionalmente con nucleolo prominente. El citoplasma es claro o
levemente eosinofilo. Forman luces redondeadas que destacan en el seno de los grupos
tumorales. Se distinguen de estructuras glandulares tumorales por la ausencia de atipia
celular y de mitosis, ademas de la uniformidad del tamafio y forma de los alveolos. Se
valoro la presencia o ausencia de dichas luces alveolares y se subdividi6 de acuerdo con

los siguientes criterios:
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Gradacion del atrapamiento:

El grado de atrapamiento de luces alveolares dentro de la tumoracion se evaluo

en tres grados:
1.- Escaso cuando s6lo existen luces alveolares aisladas.
3.- Abundante si se encuentran numerosas luces alveolares atrapadas.

2.- moderado cantidad intermedia entre 1 y 3, faciles de encontrar pero no tan

numerosas como en el grado 3.

Extension del atrapamiento:

La extension del atrapamiento alveolar se evalud en tres grupos:

1.- Limitada a la periferia de la tumoracion, inmediatamente por dentro del

limite entre el tumor y el tejido adyacente.

2.- Incluidos en un margen menor de 2mm [diametro de un campo de 100
aumentos (objetivo de 10 aumentos y ocular de 10 aumentos)] en la periferia

tumoral.

3.- Luces atrapadas a mas de 2mm del limite de la neoplasia con el tejido no

tumoral adyacente.
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Estroma tumoral

Se valoro la cantidad de estroma entre los nidos tumorales en toda la extension del

tumor, considerandose:

1.- Escaso cuando los grupos tumorales estan proximos entre si con minima cantidad

de tejido conectivo rodeando los vasos.

2.- Abundante cuando es mas amplio y visible, separando claramente los grupos

tumorales.

Estroma en zonas de atrapamiento:

Se evalud por separado la cantidad de estroma en las areas de atrapamiento alveolar,
con el fin de estudiar si existen diferencias con el estroma en el resto del tumor. Se

evaluo de la misma forma que en la totalidad del tumor:

1.- Escaso cuando los grupos tumorales estan proximos entre si con minima cantidad

de tejido conectivo rodeando los vasos.

2.- Abundante cuando es mas amplio y visible, separando claramente los grupos

tumorales.
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Necrosis

Se estudi6 la necrosis tumoral, evaluandose de 0 a 3:

0: ausencia de necrosis

1: Escasa, limitada al centro de algunos nidos tumorales

2: moderada, mas amplia que en el grado 1 pero no afectando nidos tumorales

completos y sin fusién entre zonas de necrosis de nidos tumorales

adyacentes.

3: Amplias zonas de necrosis afectando nidos tumorales completos y/o con

fusion entre grupos tumorales adyacentes.

Diseminacion interalveolar

Se valor6 la forma de diseminacion interalveolar de las células tumorales en la
periferia (en 345 casos) cuando afectan a los alveolos adyacentes sin destruccion de la
pared alveolar, a través de los poros de Cohn (1), o la ausencia de esa diseminacion (2).
Dichas luces se identifican como alveolares cuando se encuentra claramente un

revestimiento por neumocitos y/o cuando en la luz se encuentran macréfagos alveolares.
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Cicatriz

Cicatriz de tejido fibroconectivo sin tumor, con contorno irregularmente estrellado
que suele provocar una disposicion radial de las estructuras pulmonares adyacentes
pareciendo retraerlas. Puede tener localizacién central si esté situada en el centro del

tumor o excéntrica si no ocupa esa posicion. Se valord su presencia (+) o ausencia (-).

2.6. TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS Y  ANTICUERPOS

UTILIZADOS

El procesamiento inicial es el mismo que el realizado para la tincién de

hematoxilina-eosina arriba descrito.

Para algunos anticuerpos se usa un tratamiento enzimatico de recuperacion
antigenica con proteinasa K durante 10 minutos. Para otros, dicha recuperacion se
realiza con un tratamiento térmico introduciendo los portaobjetos con los cortes
histoldgicos en una solucidén de citrato trisddico 0,01 M a pH 6,00 y calentandolos en
olla a presion. Cuando se comenten los anticuerpos se especifica qué método se ha
empleado en cada uno de ellos. A continuacion se incuban con los distintos
anticuerpos primarios a una concentracion previamente determinada, utilizandose
para la deteccion del anticuerpo primario el sistema ABC o el B-SA. Finalmente se

revela con diaminobenzidina.

En todos los tumores se realiza un panel de anticuerpos que incluye:
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Antigeno de grupo sanquineo A (BG-2,A. Cadenas tipo 1y 2).

El BG-2 pertenece a una serie de anticuerpos monoclonales que detectan las
especificidades de grupo del sistema ABH. Los antigenos relacionados con el grupo
sanguineo representan un grupo de determinantes tipo carbohidrato que poseen tanto los
glicolipidos como las glicoproteinas. Generalmente suelen ser tipo mucina y son
detectables en eritrocitos, algunas células epiteliales y en determinados productos de

secrecion.

Utilizamos el clon T36 con especificidad para las cadenas 1 y 2 del grupo sanguineo
A (DAKO. California, EEUU). Se uso con una dilucion de 1/60 e incubacion durante 20
minutos a temperatura ambiente tras tratamiento enzimatico. El control positivo

recomendado es el rifdn normal o el uréter.

Estudio de proteinas de chogue térmico.

Hsp27. Para su estudio se utiliza el anticuerpo monoclonal de hibridoma de ratén,

clon G3.1 (BioGenex, San Ramon, CA 94583). Formato prediluido.

El control positivo es el carcinoma de mama. El patron de tincion es citoplasmatico.

Se utilizé la técnica de desenmascaramiento antigénico en olla a presion con buffer

citrato a pH 6.0.

Reacciona especificamente frente a la proteina de choque térmico Hsp27, de 27 kD.

Esta técnica se realizdé unicamente en 390 casos.
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Hsp70. Para su estudio se utiliza un anticuerpo monoclonal de hibridoma de raton,

clon BRM-22 (Laboratorios BioGenex, San Ramon, CA). Formato prediluido.

El control positivo es el carcinoma de mama. El patron de tincion es citoplasmico.

Se utilizd la técnica de desenmascaramiento antigénico de alta temperatura, con

buffer citrato a pH 6.0.

Este anticuerpo es especifico para la familia HSP70. Reconoce la forma constitutiva
(Hsp73) y la forma inducible (Hsp72) de la familia HSP70. Reacciona frente a la Hsp70

de los tejidos humanos, de conejo, bovinos, de cerdo y de raton.

TTF1.

Factor de transcripcion tiroideo 1, que es un factor de transcripcién nuclear
relacionado con la diferenciacion tiroidea y pulmonar. Se utilizd el anticuerpo
monoclonal clon 8G7G3/1 (DAKO, Glostrup, Denmark) con una dilucion de 1/50 y

desenmascaramiento antigénico en olla a presion con buffer citrato a pH 6.0.

Se empled en 25 casos para comprobar el atrapamiento alveolar en el interior de las
neoplasias, pues dichas células normales muestran expresion de TTF1. Como control

normal se utilizo tiroides o pulmon.
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Anticuerpos utilizados en el estudio de los carcinomas pulmonares.

Anticuerpo Policlonal (P)/  Clon Casa Dilucion
Monoclonal (M) Comercial

Ag grupo A M T36 DAKO. California  1:60

Hsp27 M G3.1 BioGenex, San Prediluido
Ramon, CA

Hsp70 M BRM-22 BioGenex, San Prediluido
Ramon, CA

TTFL M 8G7G3/1 DAKO, Glostrup, 1:50

Denmark
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VALORACION DE LAS TECNICAS.

Las técnicas se valoran en funcion de la intensidad de la positividad y del porcentaje

de células positivas, de la siguiente forma:

INTENSIDAD DEBIL MODERADA INTENSA

VALOR + ++ +++

PORCENTAJE 1-25% 26-50% 51-75% 76-100%

VALOR 1 2 3 4

En el caso del antigeno de grupo sanguineo se valora también la expresion de este

marcador en los tejidos pulmonares normales, tanto alveolos como endotelio y

hematies, sirviendo de control interno.
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2.7. ANALISIS ESTADISTICO.

Todos los datos se introdujeron en una base de datos. El analisis estadistico se realiz6

utilizando la aplicacion SPSS para Windows (v 15.0).

La asociacion entre variables cualitativas se estudid mediante test de
contingencia (chi cuadrado de Pearson). Como test de comparaciones multiples se

utilizo la regresion de Cox.

El andlisis de supervivencia se realizé mediante las curvas de Kaplan-Meier, y se

utilizé la prueba de Mantel-Cox (Log-Rank).

En todas las pruebas el limite del valor de p para establecer relaciones

estadisticamente significativas es menor a 0,05 (p<0,05).
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l. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA TOTALIDAD DE LA SERIE.

1.1 DATOS CLINICOS.

Sexo
La distribucion por sexos mostro un claro predominio de varones 425/470 (90,4%)

respecto a las mujeres 45 (9,6%).

Edad
Los pacientes en el momento del diagnostico tenian edades comprendidas entre
los 33 y los 82 afios, con una media de 64 afos y una mediana de 65.La media de edad

en varones era de 64,1 afios y en las mujeres ligeramente menor, de 58,3 afios.
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Frecuencia

Edad

30

20

10

rrrrrrrrrorrrr1r1rrrrr1rr1rrrrrrrrTrTTrTTrTTrT T T T T T TTTTT T
33 35 36 38 41 42 43 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 7273 74 7576 77 78 79 80 81 82

Edad

-
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1.2 DISTRIBUCION POR ESTADIOS Y TIPOS HISTOLOGICOS.

La distribucion por estadios y por tipos histologicos es la siguiente:

ESTADIO epid adeno CABA | CACGR | adenosc | otros | TOTAL/%
la 53 49 5 9 0 3 119 25,3%
Ib 93 86 7 10 4 2 202 43%
Ia 30 13 1 6 1 1 52 11,1%
b 19 8 1 1 2 1 32 6,8%
Ila 21 26 0 5 4 0 56 11,9
b 1 1 1 0 0 0 30,6%
v 2 3 0 0 0 1 61,2%
TOTAL/% | 219/46,5% | 186/39,6% | 15/3,2% | 31/6,6% | 11/2,3% | 8/1,7% 470
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1.3 FACTORES HISTOLOGICOS ESTUDIADQOS

Grado de diferenciaciéon tumoral

El grado de diferenciacion tumoral se evalué s6lo en los 310 casos del Hospital

Gregorio Marafién. La mayoria de tumores eran pobre o moderadamente diferenciados

con menos del 10% de bien diferenciados.

Grado diferenciacion

bien

moderadamante

pobremente

Total

25

135

150

310

Grado de diferenciacion tumoraly TNM N

Los tumores bien diferenciados presentan metastasis ganglionares en el 8% de

casos, mientras que los moderadamente y pobremente diferenciados las presentan

respectivamente en 25,3% y 34,8% de casos, resultando significativo estadisticamente.

No se encuentra significacion en la correlacion del grado de diferenciacion con el

tamafio tumoral (T), metéastasis (M) ni estadificacion.
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Grado diferenciacion bien moderadamante | pobremente Total
NO 23 101 98 222
N1 0 23 25 48
N2 2 11 27 40
25 135 150 310

p=0,03

Grado de diferenciacion tumoral y atrapamiento alveolar

Los tumores bien diferenciados no presentan atrapamiento alveolar, mientras que

este se encuentra en mas de un tercio de los poco diferenciados

Grado diferenciacion bien moderadamante | pobremente Total
Atrapamiento + 0 38 55 93
Atrapamiento - 25 97 95 217

25 135 150 310

p=0,002

La extensién del atrapamiento en cambio es mayor entre los moderadamente

diferenciados que entre los poco diferenciados, aunque no llega a la significacion

estadistica (p=0,061).
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Grado de diferenciacion tumoral y estroma

Los carcinomas bien diferenciados presentan estroma tumoral escaso; en cambio
en los poco o moderadamente diferenciados el estroma es abundante. La relacion del
grado de diferenciacién con el estroma en la zona de atrapamiento, en los casos con

atrapamiento alveolar, no es significativa (p=0,148).

Grado
bien moderadamente pobremente Total
diferenciacion//estroma
Escaso 17 38 57 112
Abundante 8 97 93 198
25 135 150 310

p=0,001
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Grado de diferenciacion tumoral y necrosis

La mayoria de tumores bien diferenciados no contienen necrosis (0) o es escasa
(1); el grado de necrosis es abundante (3) o moderada (2) en los poco diferenciados,
mientras que los moderadamente diferenciados presentan un grado intermedio de

necrosis.

Grado diferenciacion //
_ bien moderadamente pobremente Total
Necrosis
0 20 26 16 62
1 1 32 27 60
2 2 58 54 114
3 2 19 53 74
25 135 150 310
p=0,000
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Grado de diferenciacion v tipo histolégico

Los epidermoides son sobre todo moderadamente diferenciados, los
adenocarcinomas se reparten entre moderadamente y poco diferenciados y el grupo de
“otros” sobre todo en poco diferenciados (p=0,000; p=0,033 si se consideran sélo

epidermoides y adenocarcinomas).

Grado diferenciacion bien moderadamante | pobremente Total
Epidermoides 4 80 68 152
Adenocarcinomas 12 49 53 114
Otros 9 6 29 44
25 135 150 310
p=0,000

Grado de diferenciacion tumoral vy Hsp70 % células

Los tumores bien diferenciados presentan mayor porcentaje de células positivas
para la proteina Hsp70 que los moderada o pobremente diferenciados (p=0,023). No
existe significacion estadistica en lo que se refiere a la positividad-negatividad para

Hsp70 o a la intensidad de tincion.
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Atrapamiento alveolar

Se estudi6 el atrapamiento alveolar en el seno de los tumores encontrandose en

115 de los 470 casos (24,4%) con la distribucion histolégica resumida en la tabla.

El atrapamiento era mucho mas frecuente en los carcinomas epidermoides (95 de
los 219 casos. 43,4%), encontrandose en el 36,3% de los adenoescamosos, en el 16% de
los carcinomas de células grandes, tan solo en el 5,9% de adenocarcinomas (11/186) y

en ningun caso de carcinoma bronquioloalveolar.

Tipo histoldgico Atrapamiento + Atrapamiento - Total/Porcentaje

atrapamiento
Epidermoide 95 124 219/43,4
Adenocarcinoma 11 175 186/5,9
CA bronquioloalveolar 0 15 15/0
Células grandes 4 27 31/12,9
Adenoescamoso 4 7 11/36,3
Otros 1 7 8/12,5
TOTAL 115 355 470/24,4
p=0,000
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Atrapamiento alveolar por estadios

ESTADIO | ESTADIO 1l ESTADIO Il | ESTADIO IV | TOTAL
A B A B A B
Atrapamiento + 26 51 12 13 9 1 3 115
Atrapamiento - 93 151 40 19 47 2 3 355
Total 119 202 52 32 56 3 6 470

El atrapamiento es mas frecuente en el estadio 1V, 1IB y IB, no significativo

estadisticamente.

Grado del atrapamiento

En los casos en que se observa atrapamiento este es abundante o moderado en el

76,5% de casos.

Grado atrapamiento 1 2 3 Total

27 45 43 115
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Distribucién histolégica de los grados de atrapamiento

Los carcinomas epidermoides presentan un atrapamiento alveolar mas abundante

que el resto de tipos histoldgicos, pero la distribucion de los grados de atrapamiento

dentro de los diferentes tipos histoldgicos no es estadisticamente significativa.

Total casos con

Tipo histoldgico Grado 1/% Grado2/% Grado 3/% _
atrapamiento

Epidermoide 19/20% 37/38,9% 39/41% 95
Adenocarcinoma 4/36,3% 5/45,4 2/18,1 11
Bronquioloalveolar 0 0 0 0
Células grandes 1/25 2/50 1/25 4
Adenoescamoso 2/50 1/25 1/25 4
Otros 1/100 0 0 1

TOTAL 27123,4% 45/39,1 43/37,3 115

p=0,321
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Extensién atrapamiento:

La mayor parte de casos (92,7%) muestra un atrapamiento extenso siendo pocos

los casos con éste limitado a la periferia (extension 1).

Extensién atrapamiento

Total

14

92

115

p=0,034

Distribucién histolégica de la extension de atrapamiento

Los carcinomas epidermoides muestran mayor extension del atrapamiento

alveolar que el resto de tipos histoldgicos, en este caso con significacion estadistica.
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Total casos con

Tipo histoldgico Ext 1/% Ext 2/% Ext 3/%

atrapamiento
Epidermoide 414,2% 12/12,6% 80/84,2% 95
Adenocarcinoma 3/27,2% 2/18,1% 6/54,5% 11
Bronquioloalveolar 0 0 0 0
Células grandes 1/25% 0/0 3/75% 4
Adenoescamoso 1/33% 0/0 2/66% 4
Otros 0 0 1/100% 1
TOTAL 9/7,8% 14/12,1% 92/80 115
p=0,026.

Grado v extension del atrapamiento

También el grado y la extension del atrapamiento estan correlacionados de manera

gue ningun caso con atrapamiento abundante (grado 3) lo presenta sélo de forma

periférica (extension 1 6 2), si no que en todos los casos esta distribuido ampliamente

por la neoplasia (3).
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Extension 1 Extension 2 Extension 3
Grado 1 8 7 12 27
Grado 2 1 7 37 45
Grado 3 0 0 43 43
9 14 92 115
p=0,000.

Estroma en la zona de atrapamiento:

La mayoria de los tumores que muestran atrapamiento el estroma en dicha zona es

abundante (83,4%).

Estroma (atrap)

Total

19

96

115

El estroma en la zona de atrapamiento no se correlaciona con el grado y extension

de este (p=0,152 y p=0,59 respectivamente).

Si se correlacionan entre si el estroma general del tumor y en la zona de

atrapamiento, encontramos que los tumores con atrapamiento alveolar contienen en la
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zona de atrapamiento mas cantidad de estroma que en el resto de las zonas del tumor de

forma que el atrapamiento parece relacionado con estroma méas abundante.

No existe relacion, en cambio, con la presencia de cicatriz en el tumor (p=0,709).

Estroma atrapl/ Escaso Abundante Total
Estroma general
Escaso 14 24 38
Abundante 5 72 77
19 96 115

p=0,000

Estroma en la zona de atrapamiento y metastasis (TNM M1b)

El Unico caso con metéstasis de los casos con atrapamiento alveolar, contiene

estroma abundante (p=0,032).
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Necrosis

La mayoria de tumores contiene necrosis moderada o abundante. El atrapamiento
es mas frecuente en casos con necrosis de grado 3 mientras que mas del 90% de tumores
sin necrosis no presentan atrapamiento (p=0,000). En cambio la correlacion de la
necrosis con el grado o extension del atrapamiento no muestran significacion (p=0,69 y

0,92 respectivamente).

Necrosis 0 1 2 3 Total
Atrapamiento + 7 26 42 40 115
Atrapamiento - 94 72 113 76 355

Total 101 98 155 116 470
p=0,000
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Necrosis v cicatriz

Los casos que presentan cicatriz en la tumoracidbn muestran menor grado de

necrosis que los que no la contienen.

Necrosis 0 1 2 3 Total
Cicatriz - 70 85 129 97 381
Cicatriz + 31 13 26 19 89

Total 101 98 155 116 470
p=0,011

Diseminacion interalveolar:

La mayor parte de casos muestran, al menos de forma focal, diseminacion tumoral

de un alveolo al adyacente a través de los poros de Cohn, en la periferia.

Diseminacién 1 2 Total

interalveolar

284 61 345
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Diseminacion interalveolar y atrapamiento

Casi todos los casos con atrapamiento presentan diseminacion interalveolar y la
mayoria de los que no muestran este crecimiento tampoco tienen atrapamiento. Sin
embargo la correlacion de diseminacion interalveolar con grado y extension del

atrapamiento no es significativa (p=0,514 y 0,166 respectivamente).

Diseminacion interalveolar 1 2
Atrapamiento + 99 6 105
Atrapamiento - 185 55 240
284 61 345
p=0,000
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Diseminacion interalveolar y cicatriz

En los casos con diseminacion interalveolar es mas frecuente que los tumores

tengan cicatriz, comparado con los que no tienen ese tipo de diseminacion.

Cicatriz Cicatriz - Cicatriz +
Diseminacion alveolar 1 212 72 284
Diseminacion alveolar 2 53 8 61
265 80 345

p=0,039.

78




Resultados

Cicatriz e histologia

La presencia de cicatriz dentro del tumor es mas frecuente en los

adenocarcinomas, aunque se encuentra en todos los tipos histolégicos.

Tipo histoldgico Cicatriz - Cicatriz + Total
Epidermoide 199 20 219
Adenocarcinoma 130 56 186
Otros 52 13 65

TOTAL 381 89 470
p=0,000.
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1.4 RESULTADQOS DEL ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

1.4.1 HISTOANTIGENO DEL GRUPO SANGUINEO A

Pacientes del Grupo A v expresion del histoantigeno del Grupo A en tumores

El 51,7% de los pacientes pertenecen al grupo sanguineo A, un 37% de los cuales

muestran pérdida del antigeno en sus neoplasias. S6lo en un paciente que no es del

grupo sanguineo A el tumor es positivo para dicho antigeno.

Tumor gr A - Tumor gr A +
Paciente gr A - 226 1 227
Paciente gr A + 90 153 243
316 154 470

p=0,000
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Pacientes del Grupo A, expresion del histoantigeno del Grupo A v distribuciéon de

tipos histolégicos

Las distribuciones de pacientes del grupo sanguineo A y de la expresion del
antigeno A en los tumores, con respecto a los tipos histolégicos no son significativas,

distribuyéndose de manera uniforme.

Tipo histoldgico Paciente gr A - Paciente gr A + Total
Epidermoide 103 117 220
Adenocarcinoma 98 87 185
CA bronquioloalveolar 5 10 15
Células grandes 12 19 31
Adenoescamoso 5 6 11
Otros 4 4 8
TOTAL 227 243 470
p=0,20

Los carcinomas epidermoides en pacientes del grupo A presentan pérdida del

histoantigeno del grupo A en un porcentaje mayor que los adenocarcinomas, siendo
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dicha pérdida superior en el grupo restante en conjunto y especialmente en carcinomas

de célula grande y adenoescamosos.

Tipo histoldgico Tumorgr A- | Tumorgr A+ | Total Pérdida de
antigeno A/%
Epidermoide 147 73 220 44/37,6%
Adenocarcinoma 124 61 185 26/29,8%
CA 2/120%
7 8 15

bronquioloalveolar

Células grandes 23 8 31 11/57,8%
Adenoescamoso 9 2 11 4/66,6%
Otros 6 2 8 2/50%
TOTAL 316 154 470
p=0,28

La correlacién del histoantigeno del grupo A con la expresion de Hsp27, Hsp70 y

todos los otros factores histolégicos estudiados no resulté significativa.

Se cruzo6 también Hsp27, grupo A y estadio, y Hsp70, grupo A y estadio. No

resultaron significativas dichas correlaciones.
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1.4.2 PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO

Hsp27 vy Hsp70

Hsp70: resultado v porcentaje de células positivas

Mas del 85% de los tumores son positivos para la proteina Hsp70 y de estos la

mayoria presentan la tincion en mas de la mitad de las células

Hsp70 - 1 2 3 4 Total
negativo 64 64
+ % células 22 66 141 177 406
64 22 66 141 177 470

Hsp70: intensidad de tincién

Ademas de la extension de la tincion dentro del tumor, la mayor parte de las

células muestran una tincion intensa.
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Hsp70 - + ++ +++ Total
negativo 64 64
+ intensidad 76 161 169 406
64 76 161 169 470

Hsp27: resultado v porcentaje de células positivas

En lo que se refiere a la proteina Hsp27 también mas del 85% de tumores son

positivos pero en este caso el porcentaje de células marcadas es aun mayor.

Hsp27 - 1 2 3 4 Total
negativo 54 54
+ % células 31 50 72 183 336
54 31 50 72 183 390
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Hsp27: intensidad de tincion

La intensidad de marcaje es también mayor que en la otra proteina de choque.

Hsp27 - + ++ +++ Total
negativo 54 54
+ intensidad 36 114 186 336
54 36 114 186 390

La mayoria de casos son positivos para ambos marcadores Hsp27 y Hsp70 con

alta significacion estadistica. También se mantiene la alta significacion (p=0,000) para

la intensidad de la tincion inmunohistoquimica y para el porcentaje de células positivas.

Hsp27 + Hsp27 -
Hsp70 + 301 34 335
Hsp70 - 35 20 55
336 54 390

p=0,000
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Hsp70 vy atrapamiento alveolar

El atrapamiento alveolar es significativamente mas frecuente en los casos
negativos para Hsp70. También es significativo en lo que se refiere a la intensidad de

tincion: atrapamiento mas frecuente en casos con tincion inmunohistoquimica débil

(p=0,02) pero no en el porcentaje de células positivas (p=0,54)

Atrapamiento +

Atrapamiento -

Hsp70 + 95 308 403
Hsp70 - 20 47 67
115 355 470

p=0,039.
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Intensidad de Hsp70 vy extension de atrapamiento

Entre los casos con atrapamiento alveolar, los negativos para proteina Hsp70 y los
positivos con mayor intensidad presentan mayor extension del atrapamiento. No ocurre

lo mismo en lo que se refiere al grado de atrapamiento.

Hsp70 intensidad Exten atrap 1 Exten atrap 2 Exten atrap 3
- 0 2 18 20
+ 6 2 9 17
++ 1 6 34 41
+++ 2 4 31 37
9 14 92 115

p=0,001.
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Intensidad de HSP-70 vy estroma en las zonas de atrapamiento

Los casos con estroma abundante en la zona de atrapamiento presentan tincion
mas intensa para Hsp70 que aquellos con estroma escaso 0 moderado, y aquellos con
mayor intensidad de tincion para la proteina tienen estroma méas abundante que los de

tincién leve o moderada, o los negativos.

Hsp70 intensidad Estro atrap Estro atrap
escaso abundante
- 3 17 20
+ 2 15 17
++ 11 29 40
+++ 3 35 38
19 96 115
p=0,041.
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Hsp?27 vy atrapamiento alveolar

Los casos con atrapamiento alveolar son méas frecuentemente positivos para
Hsp27. También es significativo con respecto al porcentaje de células positivas
(p=0,034) y no lo es en cambio para la intensidad de tincion (p=0,059), aunque se

mantiene en un rango muy proximo.

Atrapamiento + Atrapamiento -
Hsp27 + 84 253 337
Hsp27 - 9 44 53
93 297 390

p=0,034

HSP-27 y estroma tumoral

En los casos positivos para Hsp27 el estroma tumoral es abundante mientras en
los negativos el estroma es escaso. El porcentaje de células positivas es también
significativamente mayor entre los que contienen estroma abundante (p=0,032), y la
tincion es significativamente mas intensa (p=0,009). No existe correlacion en cambio

con el estroma en la zona de atrapamiento.
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Hsp27 + Hsp27 -
Estroma abundante 218 24 242
Estroma escaso 119 29 148
337 53 390
p=0,043.

HSP-27 y diseminacidn interalveolar

Los casos positivos para Hsp27 presentan diseminacion interalveolar con mayor

frecuencia. También es significativo para el mayor porcentaje de células positivas

(p=0,000) y para mayor intensidad de tincion (p=0,000).

Hsp27 + Hsp27 -
Diseminacion 1 206 26 232
Diseminacion 2 45 15 60
251 41 292

p=0,000.
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1. RESULTADOS DE SUPERVIVENCIA

2.1 SUPERVIVENCIA GLOBAL

Supervivencia en relacion al TNM v estadificacion

Desde el punto de vista de la supervivencia relacionada con el TNM es

significativa en nuestra serie en relacion con el estado ganglionar (N) (p<0,001). No

es significativa en el diametro tumoral (T) (p=0,368) ni en lo que respecta a las

metastasis (M) (p=0,097). También resulto significativa la distribucion por estadios

(p<0,001).
TNM-N muertos Vivos TOTAL
0 207 129 336
1 59 14 73
2 52 9 61
TOTAL 318 152 470

(Gréfico pg. 93)
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Porcentaje
ESTADIO Muertos Vivos TOTAL _ _
supervivencia
la 71 48 119 40,3
Ib 130 72 202 35,6
la 37 15 52 28,9
b 21 11 32 34,4
Ila 50 6 56 10,7
b 3 0 3 0
v 6 0 6 0
TOTAL 318 152 470 32,3

(Gréfico pg. 93)
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Funciones de supervivencia
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Subdivisidon del estadio | sequn el diametro tumoral

La supervivencia para diferentes niveles de tamafio tumoral en la pieza de
reseccion dentro del estadio | distribuidos como <lcm, 1-2cm, 2-3cm, >3cm no
resulto6 significativo aunque existia tendencia estadistica (p=0,084), mientras que dicha
distribucion de tamafio realizada prequirdrgicamente era claramente no significativa
(p=0,502). Tanto la T global como esta division en centimetros son significativas en la

supervivencia libre de enfermedad (p=0,018 y p=0,004 respectivamente; vide infra)

Supervivencia en relacion con la edad vy el sexo

La supervivencia con respecto a la edad, tomando como punto de corte la
mediana (65 afios) resulto significativamente menor para los pacientes mayores de 65
afios (p<0,001). En lo que se refiere al sexo existe tendencia estadistica, aunque no llega

a ser significativa (p=0,063) con mayor mortalidad en el sexo masculino
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Porcentaje
Supervivencia edad Muertos Vivos Total
supervivencia
< 6 =65 afos 131 106 237 44,7
>65 afios 187 46 233 19,8
Total 318 152 470 32,3
Porcentaje
Supervivencia sexo Muertos Vivos Total
supervivencia
Hombre 294 131 425 30,8
Mujer 24 21 45 46,6
Total 318 152 470 32,3
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Funciones de supervivencia
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Supervivencia en relacion con el grado de diferenciaciéon tumoral

Los tumores bien diferenciados tienen mejor supervivencia que los poco

diferenciados, mientras que para los moderadamente diferenciados la supervivencia es

intermedia pero muy proxima a la de los poco diferenciados.

Grado de %
Muertos Vivos Total
diferenciacién Supervivencia
Bien 12 13 25 52
Moderadamente 96 39 135 28,8
Pobremente 111 39 150 26
Total 219 91 310 28,4

p=0,005

(Gréfico pg. 99)
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Supervivencia en relacion con el atrapamiento alveolar

La supervivencia con respecto al atrapamiento de luces alveolares dentro del
tumor en estadios | y Il no resulté significativa, aunque si muestra una tendencia
estadistica (p=0,056) siendo peor para los casos que presentan dicha caracteristica. Para
la supervivencia libre de enfermedad no es significativo (p=0,57). Para la serie global
tampoco es significativo (p=0,161 para supervivencia global y p=0,507 para

supervivencia libre de enfermedad).

Atrapamiento Porcentaje
Muertos Vivos Total
alveolar supervivencia
1 71 28 99 28,3
2 186 120 306 39,2
257 148 405 36,5
p=0,056

(Gréfico pg. 99)
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Funciones de supervivencia
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Supervivencia en relacidon con el grado v la extension del atrapamiento alveolar

Dentro de los casos con atrapamiento aquellos en los que el grado del
atrapamiento es mayor (mas abundante) y en los que es mas extenso, la
supervivencia es significativamente mas larga, tanto en estadios | y 1l (p=0,032 y
p=0,068 respectivamente), como en la serie global (0,03 y 0,04 respectivamente),

comparados con los casos que muestran el atrapameinto alveolar mas escaso o

localizado.
Porcentaje
Grado atrapamiento Muertos Vivos Total _ _
supervivencia
1 23 4 27 14,8
2 33 12 45 26,7
3 28 15 43 34,9
84 31 115 26,9
p=0,03

(Gréfico pg. 102)

La comparacion del grado de atrapamiento 1 con el 2 y 3 agrupados aumenta la

significacion (p=0,01).
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Extensién Porcentaje
Muertos Vivos Total
atrapamiento supervivencia

1 8 1 9 11,1
2 11 4 15 26,7
3 65 26 91 28,6

84 31 115 26,9

p=0,04

(Grafico pg. 102)

La comparacion de la extension de atrapamiento 1 con el 2 y 3 agrupados tambiéen

aumenta la significacion (p=0,016).

Dado que el grado de atrapamiento 3 y la extension 3 tiene mejor supervivencia
que el grado y extension 1, comparamos la superviencia de grado 3 y extension 3 con la
supervivencia del resto de la serie completa y no se obtuvo diferencia significativa,
perdiéndose la tendencia de peor supervivencia mostrada para el atrapamiento alveolar
en general y presentando una supervivencia similar a los casos sin atrapamiento
(p=0,585 en grado 3 versus p=0,056 para todos los casos con atrapamiento). Parece por
tanto que esa tendencia estadistica de la peor supervivencia en los casos con
atrapamiento alveolar se refiere a los casos en los que el atrapamiento es escaso o0 esta

limitado Unicamente a la periferia tumoral.
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Supervivencia en relacion con la presencia de diseminacion interalveolar

Los pacientes cuyos tumores muestran diseminacion interalveolar en la interfase

con el pulmén no tumoral tienen una supervivencia menor que los casos sin dicho

crecimiento (p=0,037). Esta significacion desaparece cuando se estudia en los estadios |

y 11 (0,075).

En ambos grupos la supervivencia libre de enfermedad no es significativa

(p=0,374 para estadios | y II).

Serie general

Diseminacion Porcentaje
Muertos Vivos Total
interalveolar supervivencia
Presente 201 83 284 29,2
Ausente 36 25 61 41
237 108 345 31,3
p=0,037
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Estadios 1 y 11
Diseminacion Porcentaje
Muertos Vivos Total
interalveolar supervivencia
Presente 162 78 240 32,5
Ausente 33 25 58 43,1
195 103 298 34,6
p=0,075
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Supervivencia pacientes con expresion tumoral de la proteina del Grupo A

Los tumores positivos para la proteina del grupo A en el estudio
inmunohistoquimico muestran mejor supervivencia, no significativa pero con

tendencia estadistica.

Porcentaje
Grupo A en tumor Muertos Vivos Total
supervivencia
Negativo 220 96 316 30,4
Positivo 99 55 154 35,7
319 151 470 32,1
p=0,056

(Gréfico pg. 108)
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Supervivencia en pacientes con pérdida de expresion de la proteina del Grupo A

En cambio los pacientes de grupo A con pérdida de expresion para la proteina
en el estudio inmunohistoquimico tienen peor supervivencia que los pacientes del
grupo A que mantienen la expresion de la proteina tanto en la serie global (p=0,017)

como en los estadios 1 y 11 (p=0,02).

Serie global
Porcentaje
Antigeno grupo A Muertos Vivos Total
supervivencia
Perdido en tumor 64 26 90 28,8
Conservado tumor 97 56 153 36,6
161 82 243 33,7

p=0,017

(Gréfico pg. 108)
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Estadios | y 11

Porcentaje
Antigeno grupo A Muertos Vivos Total
supervivencia
Perdido en tumor 55 24 79 30,4
Conservado tumor 77 52 129 40,3
132 76 208 36,5

p=0,02
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Funciones de supervivencia
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Incluso comparando la supervivencia global de los casos de tumores que tienen
pérdida de antigeno del grupo A con todo el resto de casos de la serie (tumores de
pacientes del grupo A sin pérdida de expresion y los de otros grupos sanguineos) es

también significativa, aunque empeora la significacion (p=0,048).

Comparando la supervivencia de pacientes del grupo A con los que no son de
dicho grupo la diferencia no es significativa (p=0,555). Tampoco para la supervivencia

libre de enfermedad.
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2.2 SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD

Supervivencia en relacion al TNM vy estadificacion

Desde el punto de vista de la supervivencia libre de enfermedad relacionada con el
TNM es significativa en nuestra serie en relacion con el didmetro tumoral (T)
(p=0,018) aumentando la significacion estadistica (p=0,004) cuando se distribuye el
diametro tumoral por centimetros (<0,9, 1-1,9, 2-2,9, >3 cms). Los tumores menores
de 0,9 cm tienen una supervivencia mejor que el resto; los que midenentre 1y 1,9cmy
entre 2 y 2,9 cm presentan una supervivencia similar mientras que en los mayores de 3
cm es peor. El estado ganglionar (N) (p<0,001) y la distribucion por estadios
(p<0,001) tambien resultaron significativos. No es significativa en cambio en la

distribucién segun la presencia de metastasis (M) (p=0,248).
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Supervivencia libre de enfermedad para diferentes niveles de TNM T
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Supervivencia libre de enfermedad para diferentes niveles de Tamaro tumoral 1-2-3-4 cm

Libres de Evidencia de
Tamafio tumoral Total % SLE
enfermedad enfermedad
<0,9 cm 5 1 6 83,3
1-1,9cm 41 24 65 63
2-2,9cm 99 65 164 60,3
>3 cm 117 118 235 49,8
262 208 470 55,7
p=0,004
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Supervivencia libre de enfermedad para diferentes niveles de TNM N
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Supervivencia libre de enfermedad para diferentes niveles de estadio

La supervivencia libre de enfermedad estd claramente relacionada con el estadio
tumoral y resulta significativamente mejor para el estadio la que para todos los demas.
Comparando solo estadios | y Il la diferencia no es significativa (p=0,241), pero
desglosandolos en estadio la, Ib, lla y Ilb, el estadio la tiene claramente mejor

supervivencia mientras que la del Ib se asemeja a la del lla 'y Il1b (p=0,037).

Libres de Evidencia de
Estadio Total % SLE
enfermedad enfermedad
la 83 36 119 69,7
Ib 111 91 202 55
Ia 29 23 52 55,8
b 17 15 32 53,1
Ila 21 35 56 37,5
b 0 3 3 0
v 3 3 6 50
264 206 470 56,1

p<0,001
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Supervivencia libre de enfermedad en relaciéon con la edad v el sexo

La supervivencia libre de enfermedad con respecto a la edad y el sexo muestran

tendencia estadistica, aunque no llegan a ser significativas (p=0,082 y p=0,093

respectivamente).

Supervivencia libre de enfermedad en relacion con el grado de diferenciacion

tumoral

Los tumores bien diferenciados tienen mejor SLE que los poco diferenciados,

mientras que para los moderadamente diferenciados la supervivencia es intermedia.
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Supervivencia libre de enfermedad para diferentes niveles de EXTENSION DE

ATRAPAMIENTO ALVEOLAR

La SLE segln la extension del atrapamiento alveolar resulté significativa dentro
de los tumores que presentan atrapamiento. Aquellos casos con mayor extension
del atrapamiento alveolar tienen mejor SLE. También en los estadios | y Il es

significativa pero en menor grado (p=0,01).

Extension Libres de Evidencia de
Total % SLE
atrapamiento enfermedad enfermedad
1 2 7 9 22,2
2 7 7 14 50
3 54 38 92 58,7
63 52 115 54,8
p=0,008

(Gréfico pg. 120)

La significacién aumenta (p=0,002) cuando se comparan los casos de extension
de atrapamiento 1 con los de extensién 2 y 3 agrupados, es decir aquellos que tienen
atrapamiento limitado a la periferia tumoral con respecto a los que lo presentan ademas

hacia el interior de la neoplasia.

118




Resultados

El resto de pardmetros del atrapamiento no son significativos en lo que se refiere a

la SLE.

Supervivencia para diferentes niveles de cicatriz

La presencia de cicatriz tumoral central estd relacionada con peor SLE en

estadios | y I1. En cambio no existe diferencia significativa en cuanto a la supervivencia

global (p=0,634).

Libres de Evidencia de
Cicatriz Total % SLE
enfermedad enfermedad
no 205 123 328 62,5
Si 36 41 77 46,7
241 164 405 59,5
p=0,025

(Gréfico pg. 120)
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Resultados

Supervivencia libre de enfermedad en pacientes con pérdida de expresion tumoral

de la proteina del Grupo A

Los pacientes de grupo A en estadios | y Il cuyos tumores muestran pérdida de
expresion para la proteina en el estudio IHQ, tienen peor SLE que los pacientes del
grupo A que tienen tumores que mantienen la expresion de la proteina (p=0,049). En la

serie completa, incluyendo todos los estadios la significacion es aun mayor (p=0,017).

En cambio comparado con todos los deméas en conjunto (los del grupo A sin
pérdida de expresion y los de otros grupos sanguineos) dicha diferencia no es

significativa (p=0,48).

Libres de Evidencia de
Antigeno grupo A Total % SLE
enfermedad enfermedad
Perdido en tumor 43 36 79 54,4
Conservado tumor 83 46 129 64,3
126 82 208 60,6

p=0,049

121




Resultados
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Resultados

Estudio multivariante

Para el estudio multivariante se seleccionaron edad, grado diferenciacion,
atrapamiento alveolar (grado y extension), diseminacion interalveolar, pérdida

expresion grupo A, TNM vy estadio.

Resultaron significativos la edad mayor de 65 afios (p<0,001), el grado de

diferenciacion (p=0,014), el nivel ganglionar N (p<0,001) y el estadio (p<0,001).

NO SON SIGNIFICATIVOS:

El resto de parametros en la serie completa y en estadios | y Il, supervivencia
global 'y libore de enfermedad, caracteristicas histologicas, resultados
inmunohistoquimicos, supervivencia desglosada en cada uno de los estadios para Hsp70
y Hsp27 y todos los parametros estudiados de cada uno (intensidad y % de células),
combinacion triple de Hsp27, grupoA y estadio, combinacion triple de Hsp70, grupoA 'y

estadio (todas las posibilidades dentro de cada uno), no resultaron significativos.
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El carcinoma de pulmdn es el segundo méas frecuente entre los varones pero supone

la mayor mortalidad global por cancer.

A pesar de los maltiples los factores prondsticos estudiados en carcinomas
pulmonares, algo tan sencillo como el estadificacion es el mas util, tanto a la hora de
determinar el prondstico y supervivencia como para determinar qué pacientes son

susceptible de recibir un tratamiento quirdrgico y quiénes no lo son (2).

Nosotros hemos estudiado varios factores histologicos y la expresion
inmunohistoquimica del histoantigeno del grupo sanguineo A y de proteinas de choque
térmico con el fin de determinar si algunas de las caracteristicas estudiadas estan

relacionadas entre si y sobre todo si tienen relacion con la supervivencia del paciente.

1. FACTORES HISTOLOGICOS

Son numerosos los factores histologicos que clasicamente han sido estudiados en
los carcinomas pulmonares, con resultados dispares, de forma que algunas
caracteristicas histoldgicas son significativas en varios estudios, mientras que esa

significacion no se demuestra en otros en los que se valoran esas mismas caracteristicas.
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Tipo histolégico

El tipo histologico general del carcinoma pulmonar no microcitico clasificado
como epidermoide, adenocarcinoma y otros en la mayoria de estudios no es

significativo desde el punto de vista del impacto pronéstico (69,78,130,131).

En cambio varios autores encuentran algunos tipos o subtipos tumorales cuya
presencia tiene trascendencia prondstica. Para algunos investigadores los carcinomas
epidermoides tienen el doble de supervivencia que los adenocarcinomas y de célula
grande (43% versus 21%) (70) y para otros los no escamosos muestran peor
supervivencia (72). El carcinoma de célula grande, y sobre todo el de células gigantes,
también tienen peor prondstico en algunos trabajos (71). Otras variantes histoldgicas
poco frecuentes como los carcinomas con fenotipo rabdoide conllevan también un curso
clinico agresivo (132,133). Entre los adenocarcinomas algunos trabajos muestran peor
prondstico en los que presentan patron micropapilar (134), o papilas en méas del 25% de
la neoplasia o un componente sélido (75), teniendo la peor evolucion clinica aquellos

que ademas del componente solido presentan también areas mucinosas (135).

En lo que parece haber un mayor acuerdo es en el buen pronostico que conlleva el
carcinoma bronguioloalveolar o crecimiento lepidico de las células tumorales a lo largo
de los septos alveolares, respetando el estroma subyacente (2,73,74,136). No obstante
en los diferentes articulos varia el porcentaje de dicho patrén dentro de la totalidad del
tumor a la hora de determinar la influencia sobre el prondstico. Mientras en la
clasificacion de la OMS se acepta que la totalidad del tumor tiene que tener ese patron

(2), para otros autores con mas del 50% de la extension de la neoplasia encuentran
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mejor prondstico (137,138) y en algunos la supervivencia es del 100% cuando el

componente bronquioloalveolar es mayor del 75% (75).

Con respecto a otras caracteristicas histoldégicas Sun (80) encuentra peor
prondstico en los carcinomas epidermoides con queratinizacién abundante y Yokose
(75) no demuestra influencia prondstica correlacionada con la mucina citoplasmica en

las células tumorales de los adenocarcinomas.

Grado de diferenciacion

El grado de diferenciacion tumoral no tiene significado pronostico en la mayoria
de los trabajos (71,72,130,131), mientras que en otros encuentran valor para los
adenocarcinomas (75,139) y de forma aislada en la serie completa incluyendo todos los

tipos histologicos, tanto en el estudio univariable como en el multivariable (76).

En nuestra serie el tipo histologico no tiene correlacion significativa con la
supervivencia global ni SLE, tanto agrupandolos como tipos aislados como
considerados en tres grupos: epidermoides, adenocarcinomas y otros. En cambio si
resulto significativo el grado de diferenciacion histologica tumoral de manera que los
bien diferenciados presentan una supervivencia de casi el doble que los moderada y
pobremente diferenciados, mientras que entre estos no existe practicamente diferencia.
La SLE es también mejor, con menor rango estadistico y la significacién se mantiene

también en el estudio multivariable.

127



Discusion

Invasién tejido peritumoral

La interfase del tumor con el tejido adyacente peritumoral es una zona de
interaccion entre neoplasia y la estructura normal del 6rgano donde asienta. Si dicha
interfase es regular y nitida o invasiva no tiene influencia pronostica (78), mientras que
algunos trabajos demuestran peor prondstico en los casos con crecimiento invasivo en la
periferia tumoral (80). La diseminacién interalveolar en la periferia del tumor, con los
grupos tumorales avanzando de un alveolo al adyacente a través de los poros de Cohn
sin destruir el tejido pulmonar, es un signo de buen pronéstico (140) en 5 carcinomas
epidermoides periféricos que los autores consideran in situ al no observar signos de
infiltracion, sino un mero avance del tumor a través de esas estructuras anatomicas
normales. En cambio cuando este tipo de crecimiento no es el exclusivo, si no que se
asocia con invasion algunos autores no demuestran que tenga significado (141).

La mayoria de tumores en el presente trabajo (82,3%) presentan diseminacion
interalveolar en la interfase con el parénquima pulmonar normal, al menos de forma
focal. Esos casos tienen supervivencia menor en la serie general pero deja de ser
significativo cuando so6lo se consideran los estadios 1 y 11, aunque se encuentra préximo
a la significacion (p=0,075). Podria tratarse de una capacidad invasiva mayor de esas
neoplasias avanzando en la periferia mientras que las que no tienen ese tipo de
diseminacién presentan menor grado de avance tumoral y por tanto menor agresividad,
con una forma de crecer compresiva 0 con interposicion de una interfase fibrosa
pseudocapsular. No se observa diferencia significativa para la supervivencia libre de

enfermedad.
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Estroma tumoral y cicatriz

Tanto la cantidad del estroma tumoral como su cualidad o la organizacion que
supone la formacién de una cicatriz radial han sido estudiadas con diferentes resultados,
aunque en general la presencia de desmoplasia como signo de fibrosis establecida y
evolucionada, parece coincidir o suponer un tiempo largo de evolucién tumoral. Para
algunos autores las caracteristicas del estroma no tiene influencia pronéstica (78) y
tampoco la desmoplasia (71), pero esta Ultima caracteristica parece tener peor
pronostico en la mayoria de los trabajos donde se ha estudiado (75,79,80,142,143,144),
desde el estudio inicial de Shimosato (142). La disposicion central de la fibrosis
confiere peor evolucion (75).

Una forma especifica del estroma o fibrosis es la presencia de cicatriz (scar).
Aunque clasicamente se hablaba de un origen tumoral en las cicatrices como estructura
que de alguna forma servia de base o asentamiento a la neoplasia (145), los antedichos
trabajos de Shimosato (1980) (142) fueron iluminadores a la hora de determinar que se
trata mas bien de un cambio secundario y asociado con la neoplasia. La reparacion de la
necrosis y el colapso tumoral centrales dan lugar a la cicatriz que retrae el tumor y
estructuras adyacentes produciendo la tipica imagen estrellada. La presencia central de
vasos esclerosados apoya el origen necrético-reparativo de la cicatriz. Al evolucionar
cronolégicamente se produce un deposito sucesivo de colageno de forma que las
cicatrices de mayor edad contienen coldgeno mas denso, celular y organizado
(desmoplasia) lo que supone mayor tiempo de desarrollo del carcinoma asociandose por
tanto con un peor pronostico. En este sentido cuando la cicatriz es menor de 0,5 cm en
adenocarcinomas de menos de 3 cm se acompafia de supervivencia de practicamente el

100% de los casos (75,146), sobre todo si se asocia con preservacion de la trama de
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fibras elasticas (75). Algunos articulos sin embargo no encuentran influencia en la

evolucion tumoral (71).

Nosotros hemos estudiado la cantidad de estroma en todos el tumor y en la zona
de atrapamiento alveolar, en los casos que presentan esta caracteristica, estando
correlacionados entre si, de manera que el estroma en la zona de atrapamiento es mas
abundante que en la zona tumoral que no contiene alveolos atrapados dentro de la
tumoracion. Dicho atrapamiento se encuentra localizado en la mayoria de casos en el
seno de los nidos tumorales, de forma que no existe contacto directo entre las
estructuras epiteliales atrapadas y el estroma. En los estudios en los que se refiere la
caracteristica del atrapamiento, no se hace mencion de correlacion entre el atrapamiento
y el estroma u otras alteraciones mesenquimales (133,140,141,147-151) El atrapamiento
no tiene tampoco correlacion con la presencia de cicatriz en el tumor, encontrada en el
18,9% de casos. Desde el punto de vista de la supervivencia la presencia de cicatriz esta
relacionada con peor SLE en los estadios | y Il, no siendo significativas para la
supervivencia global ni en la serie completa incluyendo todos los estadios. Tampoco
existe relacion de la cantidad de estroma en el tumor o en la zona de atrapamiento con la

supervivencia.

Necrosis

La necrosis es una caracteristica bien reconocida en los tumores malignos.
Ampliamente estudiada en los tumores pulmonares es un hallazgo frecuente aunque con
resultados dispares desde el punto de vista del prondstico. Numerosos trabajos

encuentran significacion prondstica negativa en los casos que la presentan, sobre todo
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de forma extensa, aunque la manera de evaluarla varia de unos autores a otros [Kessler
(78) porcentaje de necrosis, Yokose (75) 0:1 ausente:presente, Maeshima (79)
ausente:presente, Swinson (131) ausente, <10%, 10-30%, >30%, Mochizuki 2008 (141),
<25%, 25-50%, 50-75%, >75%]. Otros autores en cambio no son capaces de demostrar
significacion prondstica relacionada con la necrosis (71,72). En algunos trabajos los
resultados son dispares segun el tipo histolégico como en el de Komaki (70) que
estudian la apoptosis y observan mejor prondstico en los carcinomas epidermoides que
la presentan y en cambio peor prondéstico cuando los que muestran signos de apoptosis
son adenocarcinomas o carcinomas de célula grande. Por otra parte la apoptosis es méas

frecuente en los epidermoides que en los otros tipos histoldgicos.

En nuestro estudio de la necrosis en el seno del tumor la hemos encontrado en el
78,5% de tumores siendo moderada o0 extensa en el 73,4% de estos. Se correlaciona con
el grado de diferenciacion de forma que los tumores peor diferenciados presentan mayor
cantidad de necrosis y con el atrapamiento alveolar: a mayor atrapamiento, necrosis mas
abundante. No es util en cambio para la supervivencia pues ni la general ni la libre de

enfermedad estan relacionadas con la necrosis.

Atrapamiento alveolar

El atrapamiento alveolar dentro de los canceres pulmonares es un hecho bien
conocido (133,140,141,147-151) aunque no extensamente estudiado desde el punto de
vista prondstico ni como factor de supervivencia. Es interpretado como una forma de
interaccion entre el tumor vy el tejido pulmonar no neoplasico, de manera que el tumor

en su evolucidn es capaz de crecer en los alveolos entre la membrana basal y el epitelio
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alveolar, desprendiéndolo sin destruirlo y dejando la luz del alveolo, en general
comprimida y con un didmetro menor del habitual, en el centro de los nidos tumorales,
con un intimo contacto entre las células neoplésicas y los neumocitos. Estos no parecen
dafados ni necrosados (148). En algunos casos, sobre todo en adenocarcinomas, los
alveolos atrapados se encuentran ademas en las zonas de estroma tumoral entre los
grupos de células cancerosas. Algunos alveolos son parcialmente destruidos de forma
que ocasionalmente se encuentran luces incompletas o pequefios grupos de neumocitos
residuales que se ponen mejor de manifiesto con tinciones inmunohistoquimicas para la
apoproteina del surfactante pulmonar (150) o con el anticuerpo para TTF1 (133). Este
marcador es especialmente util ya que la mayoria de carcinomas epidermoides y de
célula grande son negativos. Este hallazgo habla a favor de una sustitucion progresiva
de dichas luces por el crecimiento tumoral en fases mas avanzadas (133). Son mucho
mas frecuentes en el carcinoma escamoso (147,148), pero también han sido descritos en
adenocarcinoma, carcinoma de celula grande, carcinoma pleomoéfico y carcinoma con
fenotipo rabdoide (133,141,147).

Este fendmeno ha sido estudiado generalmente como un hallazgo, pero en una
serie de carcinomas pulmonares y su relacion con el pronostico sélo en el trabajo de
Mochizuki (141) quienes lo encuentran en el 37% de los carcinomas pleomorficos que
estudian, no demostrando influencia en el pronostico de los tumores. Funai (140)
encuentra el atrapamiento en los casos de carcinoma escamoso que muestra un patron
de relleno alveolar sin destruccion de los septos, patron que se asociaba con mejor
prondstico aunque no estudian especificamente la caracteristica histoldgica del

atrapamiento alveolar.
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Nosotros lo hemos encontrado méas frecuentemente en carcinomas epidermoides
donde también es mas extenso y mas abundante aunque este Ultimo aspecto no es
significativo. Se encuentra mas frecuentemente de forma significativa en tumores con
necrosis abundante y en los poco diferenciados. Estd también relacionado con la
diseminacion interalveolar, de forma que los tumores que crecen de un alveolo a otro a
través de los poros de Cohn, sin destruir las paredes de los alveolos, parecen menos
destructivos y por tanto mas susceptibles también de preservar el revestimiento
neumocitario e incluir incluso las luces completas dentro de los nidos tumorales o,
menos frecuentemente, en el estroma entre los grupos del tumor. En cambio no existe
correlacion con la supervivencia ni con el estadio. Unicamente la supervivencia en
estadios | y Il es casi significativa (p=0,057), mejor en los que no presentan
atrapamiento alveolar. Considerando solo los casos con atrapamiento los que lo tienen
en mayor extension y en mayor abundancia presentan mejor supervivencia que los que
lo tienen de forma escasa, tanto en los estadios | y Il como si se contemplan todos los
estadios. Se puede inferir por tanto que los tumores que son menos destructivos y
conservan mas luces alveolares en el seno tumoral y de forma méas extensa tienen mejor
supervivencia que los que conservan escasas estructuras alveolares o solo en la periferia
de la neoplasia, estando ausentes en el interior. Si se agrupan los grados de atrapamiento
2 y 3y de la extension del atrapamiento 2 y 3, y se compara con grado 1 y extension 1
respectivamente, la significacion estadistica se hace incluso mayor de forma que los
grupos 2 y 3 tienen un comportamiento casi similar y claramente diferente del grado 1 y
extension 1. No se observa en cambio diferencia entre los grupos 2 y 3 entre si. En
cuanto a la SLE es solo significativa para la extension del atrapamiento, tanto si se
incluyen todos los estadios como en estadios | y 1. También aumenta la significacion si

se compara la extension tipo 1 con el 2 y 3 agrupados.
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Los grupos 2 y 3 de atrapamiento presentan una supervivencia similar a la de la
serie completa, de forma que la supervivencia peor radica sobre todo en el grupo 1 tanto

de grado de atrapamiento como de extension del mismo.
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2. GRUPO SANGUINEO A

El sistema de grupos sanguineos ABO esta regulado por varios genes. El
fenotipo del grupo O viene caracterizado por el oligosacarido H sin modificar, que a su
vez constituye la base de la que derivan los oligosacéridos especificos del grupo Ay B
por elongaciones terminales diferentes y especificas de cada uno de los grupos Ay B a
partir del oligosacarido H. Este proceso se realiza por medio de glicosiltransferasas
especificas A y B codificadas respectivamente por los alelos A y B del locus ABO,
localizados en el cromosoma 9. Dichas enzimas actdan sobre el oligosacarido H,
producto de otra glicosiltransferasa codificada por el gen H localizado en el cromosoma
19 (152). Segun el genotipo del sujeto el enzima es diferente y se traduce en una
expresion fenotipica de grupo sanguineo diferente: A, B 0 0 respectivamente. Estas
moléculas forman parte de glicoproteinas y glicolipidos unidos al componente proteico
o lipidico correspondiente (152). Este proceso se realiza por enzimas oligosacarido-
transferasas que transfieren “en bloque” el oligosacarido previamente formado al otro

componente proteico o lipidico de la molécula.

Como es bien conocido las moléculas de los grupos sanguineos son detectadas en
las células sanguineas, principalmente por serologia, pero también se expresan
ampliamente en tejidos no hematopoyéticos (153) dependiendo del status secretor del
individuo (154) y de la diferenciacion del epitelio (155). Estan presentes en numerosas
moléculas de la superficie celular, con amplia variedad estructural y funcional.
Esquematicamente, todo el conjunto de antigenos de grupos sanguineos, se dividen en

cinco categorias funcionales (153):
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i)  transportadores y canales

ii) receptores para ligandos, virus, bacterias y parésitos

iii) moléculas de adhesion

Iv) enzimas

V) proteinas estructurales

El sistema ABO tiene funcion predominantemente como receptores y como

enzimas.

Dentro del proceso de diferenciacion que ocurre en las células epiteliales se
produce la glicosilacion de diferentes antigenos epiteliales, de manera que los tejidos
normales expresan antigenos de grupo sanguineo. Este patron de expresion puede variar
en el proceso de transformacion neoplasica de manera que es diferente en las células
premalignas y malignas con respecto a sus correspondientes en el tejido normal o no
neoplasico, produciéndose lo que se denomina glicosilacion andmala que se traduce en
una expresion glicoproteica, y por tanto de grupo sanguineo, diferente por parte de las

células tumorales.

Este hecho es bien conocido y ha sido investigado en numerosos tejidos y
tumores, tanto para entender y describir las alteraciones de expresion, que traducen
anomalias en la glicosilacion, como en implicaciones pronosticas en algunos tipos de

tumor o de localizacion u origen neoplasico.

Reduccion o pérdida de expresion antigénica se ha descrito en carcinomas de
cavidad oral, pulmén, estomago, colon, laringe, ovario, vejiga y mama, y en lesiones

potencialmente malignas de mucosa gastrica, préstata, mucosa cervical, hiperplasia
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epitelial de mama y mucosa oral (156,157), estando relacionada con la infra-regulacion
de la glicosiltransferasa implicada en la biosintesis de los antigenos A y B durante la
oncogeénesis (158,159). Esta pérdida de expresion llega hasta un 80% de casos en los

carcinomas de la cavidad oral (160).

A este respecto estdn también en relacion con la migracion tumoral como
corresponde a la observacion de que al igual que las células normales en migracién
también las tumorales presentan pérdida de expresion de antigenos A/B (155). Las
células que migran en la reparacion de heridas en cavidad oral presentan igualmente esa
pérdida de expresion de antigenos A/B (161). Esos mismos estudios indican que la
expresion de antigenos A y B inhiben la migracion y podrian explicar en parte el hecho
de que los tumores que expresan antigeno A tengan mejor pronostico que los pacientes

del grupo 0, por tanto negativos para el antigeno A (155).

En mama por ejemplo aungue la expresion de Le (X) se asocia con mal prondstico,
algunos autores no encuentran esta asociacion para la expresion de ABH (162). Otros en
cambio describen peor prondstico en las pacientes de grupo A, especialmente con Rh (-)
(163). También se ha encontrado asociacion de tumores de menor tamafio (<2cm) con la

expresion de grupo Ay B, aunque sin influencia sobre la superviviencia (164).

Estudios epidemiolégicos amplios realizados en cancer pancreatico han mostrado
que pacientes del grupo sanguineo A, AB o B tienen mayor probabilidad de desarrollar
un carcinoma pancreatico que los del grupo 0 (165,166). lodice (166) encontraba esta
asociacion solo en carcinomas exocrinos pancreaticos y no en otros tipos de tumores
entre los 15359 tumores totales tratados en su centro en 3 afios. También en carcinoma
gastrico los pacientes del grupo A tienen mayor riesgo de desarrollarlo (167). Xie (168)

por el contrario, en tumores de piel encuentra una disminucion del riesgo de padecer
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cancer cutaneo (exceptuando el melanoma) en pacientes que tienen grupo sanguineo
diferente del 0 (A, B, AB). Esta asociacion no la encuentran con el melanoma. De
Giorgi (169) en cambio encuentra riesgo aumentado de desarrollar melanoma en

pacientes del grupo 0, Rh(-).

Gates (170) encuentra presencia de antigeno B positivamente asociada con
incidencia de carcinoma de ovario. Asociacién que no se encuentra en relacion con el

grupo A.

Han sido varios los estudios realizados en tumores pulmonares. Inicialmente se
encontré pérdida de expresion de antigenos de grupo ABH en los carcinomas
pulmonares (94), aparte de su expresion en tejido normal y neoplasico (83), en este con
menor intensidad, ademéas de demostrarse acumulacion de precursores. Asi se ha
encontrado pérdida de expresion de antigenos de grupo sanguineo en lesiones
intraepiteliales de alto grado en mucosa bronquial (171), también en comparacion con

las zonas de metaplasia escamosa del epitelio bronquial (84).

Estos estudios adquirieron relevancia al demostrar Lee (97) que la pérdida de
expresion de antigeno del grupo A en carcinomas no microciticos de pacientes de dicho
grupo sanguineo o del AB, tenian supervivencias significativamente mas cortas que los
que conservaban la expresion. Los resultados posteriores no han sido tan constantes
pues junto a trabajos que confirman el hallazgo e incluso lo demuestran como el factor
predictivo negativo mas importante respecto a la supervivencia (98), otros no

encuentran esta correlacidn con la supervivencia en general (101) o en estadios precoces
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(100). Graziano (172) en un estudio posterior de pacientes en estadio IB con tratamiento

quimioterapico tampoco encuentra correlacion prondstica con la expresion de grupo A.

Ulger (173) en una serie de 92 casos ovserva que los tumores A+ y los pacientes
del grupo sanguineo A tienen un pronostico significativamente mejor que los que no
pertenecen a este grupo sanguineo y Kuemmel (174) en una serie de 83 casos (estadios
I-111a) encuentra que los pacientes de grupo A y AB tienen mejor supervivencia, sobre
todo asociado a positividad para Lewis Y, aunque este estudio es seroldgico y no

inmunohistoquimico.

Estos resultados y los nuestros sugieren, por tanto, que en pulmon el hecho de
tener el grupo A conllevaria en general mejor pronaostico, el fenGmeno opuesto al que se
encuentra en tumores pancreaticos, como ha sido resefiado arriba, aunque para sacar
alguna conclusion rigurosa en este sentido habria que realizar estudios amplios de

poblacion como se han realizado en los carcinomas de pancreas.
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RESUMEN RESULTADOS GRUPO A EN CARCINOMAS PULMONARES

AUTOR N° CASOS RESULTADOS CONCLUSIONES
Lee et al. 1991 (97) 164. 71 pacientes Ay La expresion de Ag de
_ grupo A es un factor
68 estadio | AB +.
prondstico favorable.
32 estadio 11 43 tumores A+ (71
Supervivencia mas corta
_ meses de
64 estadio 111

Rice et al. 1995 (100) 103 casos est |

Todos grupo Ao

AB

52 adenoCAs

25 epidermoides

24 CA célula grande

2 adenoescamosos

) ) si pierdenel Ag A
supervivencia).

La reduccion de la
28 tumores A- (15

supervivencia es mas
meses de

_ _ marcada en estadios
supervivencia)

precoces. En los

93 B 6 0 (39 meses
avanzados no es

supervivenciaj significativo

89 pacientes grupo  Los tumores que pierden

A, 14 grupo AB la expresion de grupo A

son mas indiferenciados
57% tumores A+
(grado 3) o de célula

33% tumores A-.
grande. No es

Supervivencia estadisticamente

global: 75% a 3 afios ~ significativa la relacion

y 66,6% a 5 afios. con supervivencia.
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AUTOR

Dressler et al. 1995

(101)

Graziano et al. 1997

(98)

136 casos T1NO

(estudio en 120)

73 adenos

N° CASOS RESULTADOS CONCLUSIONES
47% pacientes A+. No resultados
Supervivencia 5 estadisticamente
afios A+: 53%. significativos.
Tumores A+:52%. Concluyen que la

39 epid

8 indif cel grande

260 casos

193 estadio |

67 estadio Il

Tumores A-:34% pérdida de expresion
(no significativo) de Ag de grupo
sanguineo (A 6 H) no
influye en el

pronostico.

60% A+ La pérdida de
expresion de Ag de

98 meses super est |
grupo A empeora

70 meses est II. P
significativamente la
40% A- supervivencia global y

la libre de enfermedad.
41 meses superv

estadio |

37 meses est 11.
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AUTOR N° CASOS RESULTADOS CONCLUSIONES

Ulger et al. 2002 (173) 92 casos Pacientes Gr A (37) Casos + paraag A

S supervivencia mas
77 no microciticos > superv (p=0,04)

) prolongada. Factor
(34 estadio 1V)

+
Tumor Gr A + (26) pronéstico favorable,

15 microciticos

(p=0,0019) util para estratificar
pacientes
Presente serie 470 casos 37% de pacientes del ~ Tumores + grupo A

rupo A (90/243 mejor supervivencia
405 estadios 1 y 11 grupo A ( ) : P

pierden expresionen  (no signif: p=0,056).
65 estadios 111y IV tumor Perdida de
histoantigeno A peor

supervivencia

(p=0,017)
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS DE NUESTRA SERIE. GRUPO

SANGUINEO A

En nuestra serie el 51,7% de los tumores asientan en pacientes del grupo A, de
los cuales un 37.03% presentan pérdida de expresion del antigeno en el tumor, en el
estudio inmunohistoquimico realizado, méas frecuentemente en epidermoides (37,6%)
que en adenocarcinomas (29,8%). En cambio s6lo uno de los pacientes que no pertenece

al grupo A muestra expresion de dicho antigeno en el tumor.

En los casos en que se encontraba atrapamiento alveolar, este se ponia de
manifiesto debido a positividad del epitelio alveolar con el antigeno de grupo A, en
aquellos casos en los que el tumor presentaba pérdida del antigeno y era por tanto
negativa la tincion, pues cuando el carcinoma era también positivo dicha tincion se
solapaba y no ayudaba a discriminar la estructura atrapada. No obstante en algunos
casos la tincion de los alveolos era mas intensa y permitia discriminar su contorno sobre

el fondo del tumor también positivo.

La correlacion de la expresion o perdida de histoantigeno de grupo A, o la
pertenencia del paciente a dicho grupo, con las caracteristicas histologicas estudiadas y

la expresion de Hsp27 6 Hsp70 no resultaron estadisticamente significativas.

Los tumores positivos para la proteina del grupo A en el estudio
inmunohistoquimico muestran mejor supervivencia global, préxima a la significacién
estadistica (p=0,056) comparados con los tumores negativos. En cambio el hecho de
que los pacientes sean del grupo A o no, independientemente de si expresan o no el
histoantigeno, no es significativo para la supervivencia global ni libre de enfermedad.
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Los pacientes de grupo A con pérdida de expresidn para el antigeno en el estudio
inmunohistoquimico tienen peor supervivencia global que los pacientes del grupo A que
mantienen la expresion de la proteina en toda la serie (p=0,017) y en los estadios | y Il
(p=0,02). La significacion se mantiene para la supervivencia libre de enfermedad pero

en menor grado (p=0,017 y p=0,049 respectivamente).

Comparando la supervivencia global de los casos que tienen pérdida de antigeno
del grupo A con todo el resto de casos de la serie (pacientes del grupo A sin pérdida de
expresion y pacientes de otros grupos sanguineos) la diferencia sigue siendo

significativa aunque en un rango menor (p=0,048).
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3. PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO

Las proteinas de choque térmico son una superfamilia de proteinas ampliamente
conservadas a todo lo largo de la escala filogenética de manera que son encontradas
desde bacterias hasta las especies mas evolucionadas. Recibieron este hombre porque
fueron descubiertas al incubar células de Drosophila melanogaster a temperatura
elevada (37° C), encontrandose la aparicion de nuevos nodos en sus cromosomas que se
correspondian con un aumento de sintesis de unas proteinas de 26 y 70kDa (106).
Posteriormente se comprob6 que el aumento de la sintesis de esas proteinas no sélo se
producia ante el estimulo térmico sino que otros agentes quimicos, metales pesados,
radiacion, estrés oxidativo, farmacos citotoxicos, infecciones o isquemia (anoxia)
también inducian dicha sintesis (175-177), teniendo en general una funcion
citoprotectora. Su expresion en condiciones fisiologicas es baja lo que permite y facilita
la actividad celular habitual pero su sintesis es inducida intensamente por los diversos
estimulos, de manera que algunas proteinas se encuentran constitutivamente en las
células en actividad fisiologica habitual mientras que otras se expresan inducidas por

alguno de los estimulos referidos. Tienen también un papel en la diferenciacion celular.

Se dividen en 5 familias segun su peso molecular: HSP100, HSP90, HSP70,
HSP60 y HSPs de bajo peso molecular (15-30 kDa) incluyendo HSP27 (178). En
general las de alto peso molecular funcionan como chaperonas ATP dependientes,
protegiendo otras proteinas de su degradacion por alguna de las agresiones citadas y
facilitando el plegamiento correcto de la cadena de aminoacidos (179) pero sin ser un

elemento constitutivo de esa proteina. Las de bajo peso molecular en cambio realizan
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esa funcién de chaperona independientemente del ATP. Hsp27 y Hsp70 son las

chaperonas mas universales y son inducidas de forma més intensa.

Sus niveles en células malignas son elevados por lo que se cree que participan en
la oncogénesis y resistencia a quimioterapia, esta sobre todo relacionada con la
capacidad citoprotectora ante la accion de los farmacos citotoxicos (180). Por tanto la
inhibicién de estas proteinas puede ser una estrategia futura en el tratamiento

neoplasico.

Funcidon como chaperonas

Las proteinas de la familia HSP70 funcionan como chaperonas dependientes de
ATP que colaboran en el plegamiento y ensamblaje de complejos proteicos (104). Esta
actividad esta regulada por cochaperonas variando la afinidad de HSP70 para los

diversos sustratos.

Las proteinas de bajo peso como HSP27 y a-cristalina realizan su funcion de
chaperonas protegiendo las células de la agregacion proteica de forma independiente del
ATP (181). La actividad la realizan gracias a la formacion de oligdmeros de Hsp27
(182). Esta formacion de oligdmeros se realiza por medio de la fosforilacion de la
proteina (183), accion realizada a través de la accion de MAPKAP quinasas en
respuesta a varios estimulos de estrés (184,185). También puede desarrollarse la

oligomerizacion a través de otros estimulos diferentes de esa fosforilacion.
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Funcién en la reaccién inmune

También muestran cierta actividad en la reaccién inmune ya que algunos
antigenos pueden formar complejos al unirse con las proteinas de choque que
intervienen en la via de presentacion antigénica relacionada con el sistema de antigenos
de histocompatibilidad de clase | (186). La presentacién de antigenos tumorales a
células inmunoefectoras produce la induccion o activacion de linfocitos T especificos
antitumorales (187). EIl estimulo de produccion de citoquinas realizado por Hsp70

también se encuadra dentro de esa relacion con la respuesta inmune (188).

En lo que se refiere a esta implicacion en la respuesta inmune se ha encontrado
asociacion con diversas patologias inflamatorias como asma, bronquitis cronica o
sindrome de distress respiratorio del adulto en los que se hallan niveles elevados de
Hsp70 en epitelio y macrofagos pulmonares (189,190). En enfermedades tiroideas
autoinmunes se ha demostrado también aumento de Hsp72 (191) y en enfermedad
hepatica alcohdlica asimismo estan aumentados varios componentes de esta familia de

proteinas (192).

Funcién de inhibicién de la apoptosis

Entre sus acciones de proteccién celular mas importantes se encuentra la

inhibicion de la muerte celular por apoptosis. Esta tiene dos vias una intrinseca y otra
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extrinseca. Ambas Hsp27 y Hsp70 actian sobre efectores de ambas vias a diferentes

niveles.

Hsp70 bloquea la via de la apoptosis previa y posterior a la mitocondria
inhibiendo las quinasas activadas por estrés (193), mediando la proteccion contra la
induccion de muerte celular del TNF (194). A nivel mitocondrial previene la
permeabilizacion de la membrana y evita la traslocacion de Bax y la liberacion de
citocromo ¢ y AIF (factor inductor de apoptosis) (195). En el nivel post-mitocondrial
inhibe la apoptosis entre la liberacion del citocromo ¢ y la activacién de caspasa-3
(196). Tambien interactia con procaspasa-3 y procaspasa-7 inhibiendo la sefial

apoptatica dependiente de caspasa (197).

La proteina reguladora de la apoptosis Bag-1 interactta con Hsp70 funcionando
como su cochaperona y regulando la actividad de proteinas como Bcl-2 y Raf-1 (198).
Finalmente también inhibe la permeabilidad de la membrana lisosomal impidiendo la

liberacion de catepsinas (199,200).

Hsp27 en cambio actda como inhibidor de caspasa-3 previniendo la formacion
del apoptosoma y de la activacion de caspasas (201). Puede ademas captar el citocromo
¢ cuando es liberado desde la mitocondria (202). Presenta también una potente accion
antioxidante debido a su capacidad de mantener el glutation en su forma reducida (no

oxidada) (203).

También degrada el inhibidor de NF«B y el inhibidor de la quinasa dependiente

de ciclina (p27""") (204), potenciando de ese modo la actividad de ambos factores.

Por otra parte cuando no es posible la reparacion proteica también pueden
colaborar en la degradacion de proteinas mal plegadas a través del sistema
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ubiquitina/proteosoma (G90) (205). La ubiquitinizacion de las proteinas las “marca”
para ser degradadas por el sistema de las diferentes unidades de proteosomas. De esta
forma contribuyen a la degradacion répida de proteinas no deseadas o defectuosas,
facilitando la supervivencia celular. Estas acciones se realizan interactuando
directamente con ubiquitina o subunidades de proteosomas por parte de Hsp27 o a

través de cochaperonas en caso de la Hsp70.

Hsp70 v Hsp27 en cancer

La accion citoprotectora de Hsp27 y Hsp70 sobre las diferentes estructuras
normales del organismo parece tener un efecto negativo a la hora de preservar la
integridad celular en el caso de los elementos neoplasicos de manera que se han
encontrado niveles elevados de ambas proteinas en células tumorales y se ha
comprobado el aumento del potencial de génesis tumoral en modelos animales
(206,207), relacionado con la capacidad de inhibicion de la apoptosis por parte de estas

proteinas, pero también relacionado con el potencial metastasico (208).

Desde el punto de vista de la patogénesis de este aumento de las proteinas de
choque en las células tumorales puede ser explicado por las condiciones suboptimas del
entorno celular que desencadenan la sintesis de estas proteinas, como son la hipoxia y el
déficit relativo de nutrientes (207,209), o bien porque las mutaciones oncogeénicas dan
lugar a proteinas anormalmente plegadas que requieren un aumento de actividad de
chaperonas para ser eliminadas o reparadas. El incremento de diferentes factores
producido por la propia oncogénesis como el HSF1, Stat3 o GATA-RE aumentan el
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nivel de proteinas de choque en las células tumorales (210-212). Por otra parte la
actividad antiapoptética limita la eficacia del tratamiento anticanceroso haciendo
resistentes las células tumorales tanto a la quimioterapia como a la radioterapia. Sin
embargo Hsp27 y Hsp70 no son factores prondsticos universales y constantes sino que

existen resultados contradictorios en cuanto a dicha influencia.

Hsp70 v Hsp27 como dianas farmacoldgicas (terapia de modulacion de

apoptosis en cancer).

La neutralizacion de las proteinas de choque es una posibilidad terapéutica para
el cancer. La mayoria de inhibidores especificos encontrados hasta ahora son contra
Hsp90. El producto KNK437 es un inhibidor de Hsp70 y de termotolerancia. La
induccion de produccion de productos “antisense” de Hsp70, que disminuye la
concentracion intracelular de la proteina, tiene propiedades de sensibilizacion de las
células tumorales a la quimioterapia e incluso puede conducir a la muerte celular
(213,214). También es una diana terapéutica Util por el hecho de que al inhibir Hsp70
consiguientemente se bloquea su capacidad de inhibicion de la apoptosis (212,215). Sin
embargo no se conocen moléculas que inhiban directamente Hsp70. Por eso se han
intentado métodos indirectos como peptidos derivados de AIF que disminuyen la
capacidad antiapoptdtica de la proteina de choque y aumentan la sensibilidad a
quimioterapia, en estudios in vitro (216). El uso de estos compuestos en combinacion

con inhibidores de HSP90 aumenta la quimiosensibilidad del tumor (217).
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En cuanto a Hsp27, oligonucleodtidos “antisense” de fosforotiorato de Hsp27 son
activadores de la apoptosis y retrasan la progresion tumoral (218). La accion de evitar la
resistencia a varios quimioterapicos por parte del taxol se ha sugerido que se realiza in
vitro por inhibicion de Hsp27 (219) y el bloqueo de la proteina por el heptapéptido V5,
catalitico de PKCd puede ayudar a desactivar la radio o quimoresistencia mediada por
Hsp27 (220). En los linfomas y mielomas resistentes a dexametasona, Hsp27 esta
sobreexpresado y la infraregulacion por siRNA restablece la respuesta apoptética por
medio de la activacién de caspasas (221). Ademas la inhibicién de Hsp27, que también
induce resistencia a bortezomib, sensibiliza las células tumorales a la accién apoptotica

de dicho farmaco (221).

Expresion de Hsp27 v Hsp70 en neoplasias no pulmonares

En cuanto a la expresion de proteinas de choque térmico en neoplasias han sido
estudiadas en numerosos casos de diferentes tipos y érganos de origen, en general con
resultados no uniformes y a veces incluso contradictorios. Se han estudiado multiples
aspectos clinicos como el valor de estas proteinas para el diagnéstico, la importancia
como factor predictivo y sus implicaciones en la terapia tumoral (222). Varios trabajos
comparan también la expresion tumoral con la encontrada en 6rganos normales y otros
han valorado la cuantificacion de niveles de Hsp27 en suero como biomarcador Util en
CA de mama, préstata o higado (223-225) o incluso anticuerpos anti-Hsp en sangre

periférica como parametro para deteccion de los tumores (226,227).
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En cavidad oral se ha encontrado expresion de Hsp70 entre el 63,3% y 74% de
casos. Los T2 que la expresan tienen una supervivencia 8 veces mejor que los negativos,
por lo que estos requeririan una terapia mas agresiva (228). En cambio en otras series es
un signo de mal prondstico Yy esta correlacionado con el grado tumoral y de displasia, de
forma que al aumentar ambos se incrementa también la expresion de esta proteina,
encontrandose también relacionada con el estadificacion, el consumo de tabaco y nuez
de betel, con un tiempo de progresion de lesion intraepitelial a invasiva mas corto y con

menor supervivencia libre de enfermedad (229,230).

En esta localizacion mas del 90% de tumores expresan Hsp27 y se ha encontrado
aumento de esa expresion en tumor metastasico comparado con el primario (RT-PCR)
estando relacionado con la capacidad metastasica y convirtiendo la Hsp27 en una
posible diana terapéutica para disminuir la capacidad de metastatizar en estas neoplasias
(231). Mese (232) también encuentra periodo de supervivencia mas corto en los casos
positivos, sobre todo con expresion intensa, pero sin relacion con el grado, estadio o
metéstasis ganglionares. En cambio otros autores encuentran disminucion de la
expresion de Hsp27 (inmunohistoquimica) en casos poco diferenciados, mostrado mejor
supervivencia media los que presentan mayor expresion de la proteina (233-235). Lo
Muzio (235) (inmunohistoquimica) también encuentra correlaciébn con metastasis
ganglionares. Otros autores no encuentran relacion con supervivencia para ninguna de

las proteinas que estudian (Hsp 27, 60, 70 y 90) (236).

La mama ha sido uno de los érganos mas estudiados con respecto a la expresion
de proteinas de choque y sus implicaciones clinicas y pronosticas. Se ha encontrado un
aumento significativo de la concentracion celular de Hsp27 y Hsp70 en el proceso de

transformacion neoplasica en tumores mamarios (237). Hsp27 se expresa entre el 40 y
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el 64% de casos y esta expresion es alta en tumores HER-2/neu positivos,
principalmente la forma fosforilada ya que HER-2/neu regula la fosforilacién de Hsp27
a través de la via MAP quinasa (238). También se correlaciona con otros parametros
clinicos como son la presencia de ganglios positivos (238), supervivencia libre de
enfermedad mas corta en los estadios iniciales (239), como un predictor de enfermedad
de alto riesgo (240), con un menor grado histolégico (241) y con la expresion de
receptores de estrégenos (239,241-243), receptores de progesterona y aneuploidia (243).
Estos hallazgos relacionados con los receptores hormonales, sobre todo de estrogenos,
confirman la naturaleza hormonodependiente de la Hsp27 en mama. De hecho parece
que corresponde a la proteina previamente descrita como p29, un elemento citoplasmico
asociado con el receptor de estrogenos (244). Por el contrario en otros trabajos la
positividad para Hsp27 caracteriza un subgrupo de buen prondstico entre pacientes con
tumores negativos para receptores de estrégenos (242). En cambio algunos autores no
encuentran correlacion con el tamafio tumoral, supervivencia general o libre de
enfermedad ni valor prondstico en pacientes con ganglios axilares negativos (243)
mientras otros demuestran lo contrario: supervivencia acortada en pacientes con

ganglios axilares negativos (245).

En conjunto los resultados de Hsp27 como marcador pronostico en carcinoma de
mama son variables. Aungue la mayoria lo consideran un marcador desfavorable
(239,246), otros no encuentran correlacion (247) y aun otros la refieren como marcador

de buen prondstico (242,248).

Con respecto a Hsp70, son positivos un 75% de casos y los casos positivos (en
citoplasma; nuclear 45% de casos) asociados con negatividad para p53 presentan una

mejor supervivencia global (128) no teniendo en cambio relacion con la supervivencia
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libre de enfermedad ni otros parametros (128). Con western blot la elevada expresion se
asocia con menor supervivencia libre de enfermedad, especialmente en tumores que
miden entre 1 y 3 cm (249). Por el contrario la infraregulacion de Hsp70 inhibe la
progresion tumoral inducida por Her2/neu (250). En lo que se refiere a la terapia
también se ha encontrado que la disminucion de Hsp70 en pacientes tratadas con
inhibidores de aromatasa se asocia con mejor respuesta terapéutica que las que no
presentan dicha disminucion (251), estando por tanto relacionada con los mecanismos

moleculares.

Genital femenino: Langdon (252), con la técnica de ELISA, encuentra menor

concentracion de Hsp27 en tumores ovaricos benignos que en los malignos, y de estos
la expresibn mayor se correspondia con estadio tumoral méas avanzado, menor
supervivencia y mayor resistencia a la quimioterapia. También esta correlacionada
positivamente con la expresion de receptores de estrégenos pero no con los de
progesterona. Otros autores hallan expresion de Hsp27 en el 86% de los carcinomas,
encontrando Unicamente que los tumores negativos se asociaban con mayor
supervivencia libre de enfermedad, sin asociacion con otros parametros
clinicopatoldgicos (253). Por el contrario otros grupos encuentran correlacion de la
disminucion de expresion con estadios mas avanzados y peor supervivencia, pero no
con grado ni con tipo histologico (254,255). Elpek (256) concluye que dada la
discordancia entre las diferentes series serian necesarios estudios amplios a gran escala
para confirmar los resultados. También se observan hallazgos contradictorios en lo que
se refiere a la proteina Hsp70 pues asi como algunos autores encuentran asociacion de
su expresion con agresividad en carcinomas ovaricos (257) otros no encuentran valor

prondstico en su expresion (256).
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En carcinoma endometrial se encuentra Hsp70 en 50% de carcinomas, asociado
con peor supervivencia (258). Hsp27 en cambio presentaba mayor tincion en
carcinomas de tipo endometrioide, en los mejor diferenciados y con menor estadio

clinico, ademas de ser un factor predictivo positivo de supervivencia (129).

En endocérvix se encuentra expresion progresiva de Hsp27 en lesiones de mayor
entidad siendo minima en glandulas normales (10%), incrementandose en lesiones de
tipo metaplasico (35%) y resultando mayor en neoplasias, sea intraepiteliales (60%) o
invasivas (40%), aunque en estas no guarda relacion con el grado tumoral, afectacion
ganglionar ni invasion linfovascular (259). No parece estar relacionada con la proteina
p16 por lo que es poco probable que la sobreexpresion de Hsp27 en cervix esté mediada
por papilomavirus (260). En exocérvix los resultados son superponibles con expresion
aumentada de Hsp27 en lesiones intraepiteliales o invasivas, comparadas con el epitelio
normal. Las lesiones de alto grado, infiltrantes o intraepiteliales, presentan expresion
significativamente mayor que las de bajo grado (261). Como encuentran que en
carcinomas invasivos la positividad de Hsp27 es mayor en la periferia de los nidos y en
el borde de avance tumoral piensan los autores en un papel adicional en la capacidad de

invasion.

En lo que se refiere a los tumores de aparato digestivo la sobreexpresion de

Hsp27 estd asociada con peor supervivencia en cancer rectal pero no en el de colon

(262). Esa expresion no esta alterada por la radioterapia pero esta relacionada con la
quimioterapia ya que la infraregulacion de Hsp27 neutraliza la resistencia a 5-
fluoruracilo (263), y se encuentra aumento de Hsp27 en células de carcinomas
resistentes a doxorrubicina (264), de manera que Hsp27 es una diana terapéutica en

aquellos pacientes con carcinoma de colon resistente a 5-fluoruracilo y doxorrubicina.

155



Discusion

En relacién con los efectos sobre la terapia se ha encontrado en ratones que el efecto
bloqueador sobre Hsp70 por parte del péptido ADD70 sensibiliza las células tumorales
a la apoptosis de manera que el aumento de ADD70 disminuye su tumorigenicidad y las
hace mas susceptibles al tratamiento con cisplatino (265). Esto esta en relacion con los
hallazgos clinicos de Wang (266) ya que encuentran que Hsp70 se expresa en mayor
porcentaje de casos de tumores poco diferenciados, en estadios avanzados de Dukes (C
y D) y en casos con metastasis. En conjunto encuentran expresion de la proteina en el
92,5% de los casos estudiados. Otros autores, aunque también lo encuentran en un
porcentaje elevado de casos (80%), no observan en cambio ninguna correlacion con

parametros clinicopatolégicos (267).

En tumores hepaticos y pancreaticos la radiofrecuencia induce la expresion de

Hsp70 que es visto como un potente factor para facilitar la presentacion de antigenos
tumorales e inducir una respuesta inmune antitumoral (268). Un 77% de
hepatocarcinomas expresan Hsp27 y parece asociarse a peores parametros
clinicopatologicos (mayor grado histoldgico, peor supervivencia global y libre de
enfermedad) en aquellos con elevada expresion de la proteina (269). Otro aspecto
estudiado ha sido la correlacion de p53 con las proteinas de choque. Asi se ha
encontrado que existe coexpresion de p53 y Hsp70 en el 57% de carcinomas de
pancreas mientras ningdn tumor de los islotes y ningun caso de pancreatitis cronica
presentaba dicha coexpresién (270). Algunos autores han encontrado diferente
expresion selectiva segin el ambiente en que se desarrolla el tumor. Asi lineas
tumorales de hepatocarcinoma creciendo rapidamente en cavidad peritoneal muestran
expresion elevada de la forma constitutiva de la proteina de la familia HSP70 (Hsc73) y

baja de la forma inducida (Hsp70). Lo opuesto se encuentra cuando dichas lineas crecen
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en el compartimento subcutaneo (271). En lo referente a la quimioterapia parece que la
resistencia a gemcitabina en carcinoma pancreatico podria estar en relacion con la forma

fosforilada de Hsp27, pudiendo ser esta una diana terapéutica adicional (272).

En tumores gastricos la Hsp27 estd aumentada entre el 50 y 62% de los casos,
tanto en western blot como en el estudio inmunohistoquimico (273). También se
observa aumento en la mucosa gastrica en casos de infeccion por helicobacter pilorii.
Desde el punto de vista del prondstico se ha encontrado asociacién con mayor tamafio
tumoral, presencia de metastasis, estadio avanzado, sexo femenino y menor

supervivencia (274,275).

Mas del 90% de tumores esofagicos son positivos para Hsp70 (276), con mayor
expresion y mas extensa comparado con tejidos normales adyacentes. Noguchi (277)
encuentra correlacion entre la expresion de Hsp70 y algunos parametros clinicos y
patologicos en carcinomas escamosos de esdfago, como son el sexo, configuracion
tumoral, metastasis ganglionares e invasion de vasos linfaticos, con un mejor pronostico
en los casos positivos. Kawanishi (278) estudia ambas Hsp27 y 70 en carcinomas
escamosos y encuentra que la expresion de ambas esta correlacionada. Los que
presentaban expresion reducida de ambas se asociaban con peor supervivencia
postquirurgica, siendo el peor factor pronostico la negatividad para Hsp27. La

positividad para ambas se correlacionaba con mejor estadio ganglionar.

En lo que se refiere a colangiocarcinomas la expresion de Hsp27 empeoraba

significativamente la supervivencia media global, especialmente si se asociaba a
negatividad para Hsp70, mientras que la positividad unicamente de este no afectaba la

supervivencia. Un 68% de tumores eran positivos para Hsp27 y/o Hsp70 (279).
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En neoplasias del tracto urinario la proteina Hsp27 es expresada entre el 82 y
el 96% de los carcinomas renales, de forma significativamente mas frecuente en
carcinomas de células claras y en tumores de méas de 4 centimetros, no encontrandose en
cambio correlacién con el estadio, grado nuclear de Fuhrman, edad, sexo (280)
metastasis ganglionares 0 metéstasis a distancia (281), aunque estos autores encuentran
relacion entre expresion de Hsp27 y estadio mas avanzado. Sakai (282) en cambio
encuentra que los casos positivos para Hsp27 tienen peor prondstico, mientras que la
expresion de Hsp70 no muestra esa correlacion. En tejido prostatico aunque Storm
(283) no encontraba positividad para Hsp27 en el tejido ni en los carcinomas, Thomas
(284) observaba una tincion generalizada, tanto en hiperplasia como en neoplasia
intraepitelial mientras que la tincion celular es irregular y variable entre unas zonas y
otras en los carcinomas con disminucion de expresion en grados mayores de Gleason y
en casos con mayor invasividad (284). Desde el punto de vista funcional la accion de
tipo chaperona de la Hsp27 sobre el factor de iniciacion elF4E esta relacionada en la
resistencia del carcinoma de prostata a tratamiento antiandrogénico y quimioterapia
(285) (no inmunohistoquimica), y la accion de PKD1 en la represion de la funcion del
receptor de androgenos esta mediada también por Hsp27 (286), por lo que esta proteina
seria una buena diana terapéutica en los tumores resistentes a dichas terapias. En el
mismo sentido la apoptosis mediada por la deplecion de Hsp70 usando oligonucleotidos

anti-sense o quercetin es otra via terapéutica en cancer de prostata (287).

Los carcinomas de vejiga asociados con esquistosomiasis son positivos para
Hsp27 y 70 en el 60 y 70% de casos respectivamente (288). Lebret (289) encuentra
disminucion de expresion de Hsp27 y 70 con respecto al urotelio normal en 45 y 69%

de carcinomas de vejiga, aunque solo el 8 y el 5% respectivamente eran completamente
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negativos. No demostraban relacion con el grado tumoral, prondstico ni recurrencia,
pero si entre la pérdida de Hsp27 y estadios mas avanzados. Storm (283) en cambio
encontraba tincion para Hsp27 en sélo un 50% de casos y en su serie no demuestran que
exista significacion diagnostica o prondstica, ni le encuentran utilidad como marcador

biolégico.

En otras localizaciones, en tumores no epiteliales, han sido menos estudiadas.

Asi Strahler (290) encuentran un patrdn alterado y especifico de fosforilacion de Hsp27
en leucemia linfoblastica infantil de tipo pre-B. En citometria de flujo la positividad de
membrana para Hsp70, comparada con la positividad citoplasmica se asocia con peor
prondstico en leucemia mieloide aguda (291). En leucemia linfoide crénica los niveles
de Hsp27 se encuentran aumentados con respecto a los controles y se correlacionan con
los de caspasa-3. En cambio los niveles de Hsp72 estan aumentados en pacientes con
enfermedad estable (292,293). Este aumento (292,293) y el de Hsp27 (293) se asocian

con pronostico adverso en leucemias mieloides agudas.

En cerebro muestra cierta especificidad de linea celular pues mientras se
encuentra expresion de Hsp27 en el 25% de los meningiomas y el 50% de
glioblastomas, sélo 1/15 astrocitomas y 1/7 meduloblastomas muestran expresion de la
proteina y es negativa en oligodendrogliomas, schwannomas y gangliogliomas (294).
Un 25% adicional de glioblastomas y un 43% de meningiomas expresan Hsp70, en
cambio la coexpresion de ambas es mas rara en esta localizacion (3/23 meningiomas y
1/3 glioblastomas) (295). En conjunto la positividad para Hsp27 es mas frecuente en
tumores metastasicos (294-296) y en los primitivos se incrementa con la anaplasia
tumoral como ocurre en las variantes anaplasicas de oligodendrogliomas, ependimomas

y meningiomas, y en los glioblastomas (296).

159



Discusion

Un 60% de fibrohistiocitomas malignos son positivos para Hsp27, estando

relacionada la positividad con un prondstico méas favorable en lo que se refiere la

supervivencia global y libre de metéstasis (127). En neuroblastomas Hsp27 era menos

expresada en areas inmaduras mientras que Hsp70 estaba sobreexpresada (297). Hsp27
se relaciona con prondstico favorable y con tipos histolégicos menos agresivos. En

cambio en sarcoma de Ewing no se encontraba ningin patrén caracteristico (297). La

sobre regulacion de Hsp27 esté relacionada con la resistencia in vitro de lineas celulares
de osteosarcomas al tratamiento con acido zolendrénico (298) y por el contrario el

aumento de Hsp72 aumenta la sensibilidad al tratamiento quimioterapico (299).

La presencia de niveles elevados de Hsp27 en células de retinoblastoma viables

después de quimioterapia sugiere que puede proteger las células tumorales de las
sefales apoptdticas que inducen los quimioterapicos (300). En melanoma uveal niveles
bajos de Hsp27 se encuentran en casos con monosomia del cromosoma 3 y se relaciona

con aumento de mortalidad (301).

DISCUSION DE LOS RESULTADOS DE NUESTRA SERIE.

PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO

En nuestra serie, de los 470 casos, 64 (13,6%) fueron negativos en el estudio
inmunohistoquimico para la proteina Hsp70, con positividad citoplasmica en los 406
restantes (86,4%), presentando 318 (78,3% de ellos) la tincion en mas del 50% de sus

células y con una intensidad moderada o marcada en 330 (81,2% de ellos). La
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intensidad y el porcentaje estan relacionados de forma que los casos con mayor

porcentaje de células positivas lo son también de forma mas intensa (p=0,000).

En lo que se refiere a la proteina Hsp27 se estudié en 390 casos de los que 54
(13,8%) resultaron negativos, mostrando tincion citoplasmica los 336 restantes (86,2%)
de los que 255 (75,8% de ellos) presentan tincion en mas del 50% de las células
tumorales, con intensidad moderada o marcada en 300 (89,2% de ellos). Al igual que
con la proteina Hsp70, la intensidad y el porcentaje de células positivas estan
relacionadas entre si (p=0,000). También estan relacionadas con alta significacion
estadistica la expresion inmunohistoquimica simultanea de ambas proteinas, de forma
que los casos positivos para Hsp70 lo son también para Hsp27 (p=0,000) y sélo 20
(5,1%) de los 390 casos estudiados para las dos proteinas eran negativos para ambas.
Dicha alta significacion se mantiene también para el porcentaje de células positivas y la

intensidad de la tincion celular (p=0,000).

Con respecto a la relacion de la expresion de las proteinas de choque térmico con
el resto de parametros estudiados, el atrapamiento alveolar es mas frecuente en los casos
negativos para Hsp70 (p=0,039), sobre todo en los que expresan débilmente la proteina
(p=0,02). Por el contrario el atrapamiento es mas frecuente en los casos positivos para
Hsp27 (p=0,034), con porcentaje elevado de células positivas (p=0,034), perdiendo la
significacion para la intensidad de tincidon, aunque muestra tendencia estadistica

(p=0,059).

Los casos que presentan estroma mas abundante en la zona de atrapamiento
alveolar la tincion de Hsp70 es mas intensa (p=0,041). En cambio no existe correlacion
con el estroma en el conjunto del tumor. Por el contrario los casos positivos para Hsp27

tienen estroma tumoral escaso (p=0,034), relacion que se mantiene en el porcentaje de
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celulas positivas (p=0,032) siendo mayor la relacién con la intensidad de tincion para

esta proteina (p=0,009).

La diseminacién tumoral interalveolar es méas frecuente en los casos positivos
para Hsp27 (p=0,000), relacién que se mantiene para el porcentaje de células (p=0,000)

y para la intensidad de tincion (p=0,000).

Del resto de parametros estudiados en el presente trabajo el grado de
diferenciacion tumoral estd relacionado con el porcentaje de células positivas para
Hsp70, resultando este mayor en los tumores poco 0 moderadamente diferenciados

(p=0,023).

Los pardmetros restantes estudiados: histologicos, clinicos, patologicos, grupo
sanguineo A, TNM, estadificacion, supervivencia global y libre de enfermedad no
mostraron significacion estadistica con la positividad de Hsp27, Hsp70, el porcentaje de

células positivas ni la intensidad de tincién celular.

Expresion de HSP27 y HSP70 en neoplasias pulmonares

La expresion de proteinas de choque térmico ha sido estudiada en varias series
de carcinomas pulmonares, aunque en general con un reducido nimero de casos, de
forma que nuestra serie es la mas amplia de las estudiadas hasta el momento en
carcinomas de pulmén. Bonay (302) encuentra positividad para alguna de las cuatro
proteinas que estudian (Hsp63, Hsp72, Hsp73 y Hsp90) en 14 de sus 15 casos (9/15
para Hsp70), con un patron heterogéneo que atribuyen a la variacion de diferenciacion
celular dentro del tumor. Sandoval (303) encuentra tincion en 98,9% de casos para
Hsp70 y 86,5% para Hsp27 y Moreno (304) en el 80 y 84% respectivamente, tratandose
de dos series amplias con 84 (303) y 146 (304) casos de carinomas pulmonares no
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microciticos, encontrando ambos esa heterogeneidad de distribucion de la
inmunotincién. En nuestros casos también se encontraba una frecuencia elevada de
expresion con el 95% de casos positivos para alguna de las dos proteinas y el 86,4%
para Hsp70, y con heterogeneidad de expresion presentando porcentaje e intensidad
variables pero en menor grado que en los casos de Bonay (302) ya que la mayoria de
nuestros casos presentaba tincién moderada o intensa y en mas del 50% de las células

neoplésicas.

Volm (305) encontraba expresion de Hsp70 en el 67,9% de sus 53
adenocarcinomas y Kooméagi (306) en el 75% de sus casos (15/20) ambos con tincion
aumentada en fumadores, ademas de mayor expresion en el tumor comparado con el
tejido pulmonar no tumoral. El efecto oncogeénico, y por tanto de estrés, del tabaco
justificaria este aumento de proteinas Otros grupos ya habian encontrado esa

sobreexpresion en tumores comparado con tejido no tumoral (302,307-309).

Malusecka (310) encuentran 95/106 (89,6%) de casos positivos paraHsp70,
mientras Hsp27 la encuentran en el 70%. La expresion para Hsp27 muestra el mayor
score en carcinomas epidermoides, no existiendo correlacion con otros tipos
histolégicos ni en la expresion para Hsp70. En nuestros casos no existia relacion con la
histologia tumoral ni el grado de diferenciacion. Este es el Unico trabajo que estudia
Hsp27 en carcinomas pulmonares con inmunohistoquimica, aunque Vargas (311)
estudia 111 tumores para la proteina p29 relacionada con el receptor de estrégenos y
que parece ser la misma proteina que Hsp27 (244). EI 98% tienen expresion de la
proteina y se correlacionaba negativamente con supervivencia en las mujeres, hallazgo

gue no hemos encontrado en nuestra serie.
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Michils (312) estudia también Hsp27 y 70, pero con el método ELISA.
Encuentran mayores niveles de Hsp70, pero no de Hsp27, en el tejido tumoral
comparado con el no tumoral. No muestra correlacion con la supervivencia, el tipo

tumoral ni la extension del cancer.

En los estudios revisados de carcinomas pulmonares Volm (305) encuentra
relacion positiva de la expresion de Hsp70 con metéstasis ganglionares en su serie de
130 carcinomas epidermoides, la mas amplia hasta entonces. Moreno (304) demuestra
mejor supervivencia libre de enfermedad en los casos positivos para Hsp27 y en los
casos negativos para Hsp70; ademas de la relacion referida de peor supervivencia en
carcinomas positivos para Hsp27 (p29) en mujeres (311) El resto no encuentran
correlacién con pronostico ni supervivencia. En nuestros casos tampoco encontramos
correlacion significativa entre el marcaje con las dos proteinas de choque y los
parametros de extension tumoral, estadificacion ni supervivencia, sea global o libre de

enfermedad.
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RESUMEN RESULTADOS Hsp27 y Hsp70 EN CARCINOMAS PULMONARES

AUTOR N° CASOS

RESULTADOS

CONCLUSIONES

Bonay et al. 1994 (302) 15 casos
9 epidermoides
5 adenocarcinomas
1 CA célula grande
Volm et al. 1995 (307) 90 casos
63 resistentes a
doxorrubicina.
27 sensibles
34 adenoCAs

44 epidermoides

12 CA célula grande

Hsp70
9/15 positivos
Distribucién

irregular

Hsp70
Irregular: 44 score

0-3. 46 score 4-6

No correlacion con tipo

histologico

No relacion con
resistencia a
doxorrubicina.
Relacion con expresion de

catepsina.

Volm et al. 1995 (308) 53 adenocarcinomas 12/21 no fumadores Correlacion entre nimero

Hsp70

(57%) y 24/32
fumadores (75%)
positivos. >20

cigarros/dia 89%

positivos (p=0,028)

de cigarrillos y expresion

de Hsp70
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AUTOR N° CASOS

RESULTADOS CONCLUSIONES

Koomédgi et al. 1996 20 casos Hsp70

(306) 10 epidermoides, 5
adenoCAs, 3 CA 11/14 fumadores
célula grande, 2 CA positivos

célula pequefia

Malusecka et al. 2001 106 casos: 65 95+ para Hsp70,

(310) epidermoides, 32 83+ para Hsp27

adenoCAs, 9 CA cel Mas intenso en

grande epidermoides
Hsp27 y Hsp70

Volm et al. 2002 (305) 130 epidermoides Hsp70 -/+ 50%

76 metastasis

ganglionares

metas ganglionares.

Hsp70 ++/+++ 67%

Hsp70 aumentado en

2/6 no fumadoresy carcinomas comparado

con no tumoral.
Tabaco puede causar

de la sobreexpresion

Correlacion con la
expresion de Ki67 y
Ciclina-D1. Relacion
con la regulacion del

ciclo celular

Hsp 70 relacionada
con metastasis

ganglionares p=0,05
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AUTOR N° CASOS RESULTADOS CONCLUSIONES

Sandoval. 2003 (303) 90 casos 79 positivos para Mayor expresion en

51 epidermoides Hsp70 carcinoma comparado
25 adenoCAs 47 positivos para  con tejido no tumoral.
6 indif. cel. Grande Hsp27 Menor expresion

2 adenoescamosos Hsp70 en fases

1 microcitico avanzadas y de Hsp27

5 carcinoides en fases iniciales.

Moreno 2005 (304) 146 casos 123 positivos Hsp27 Hsp70 mas expresado
70 epidermoides 116 positivos Hsp70 en tumores mas
76 adenoCAs indiferenciados
Hsp70- y Hsp27+
mayor SLE
Presente serie 470 casos 86,4% (406/470) No presentan
470 estudiados positivos Hsp70 correlacién con tipo
Hsp70 86,1% (336/390) histolégico,
390 para Hsp27 positivos Hsp27 estadificacion ni

supervivencia

167



Discusion

En resumen como se ha comentado a lo largo de la discusion, tanto de neoplasias
pulmonares como no pulmonares, los resultados han sido contradictorios, sin
conclusiones claras, y aunque la expresion elevada suele observarse en neoplasias peor
diferenciadas y se asocia con factores pronosticos y de supervivencia negativos, en otros
estudios la asociacion es positiva e incluso en otros no se encuentra correlacion alguna.
De todas formas dada la perspectiva terapéutica que se abre ante la posibilidad de que
sean usadas como dianas terapéuticas, existiendo f&rmacos que inhiben las proteinas de
choque, e incluso la posibilidad de desarrollar vacunas contra proteinas de choque,
estudiadas en los Ultimos afios (313-315), asi como su papel en procesos celulares
béasicos, se justifican posteriores investigaciones para seguir aclarando sus numerosas e
importantes funciones y abrir posibilidades en lo que se refiere a perspectivas

terapéuticas trascendentales.
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1.- En los casos utilizados para el presente estudio, los pardmetros generales de
pronostico para carcinomas pulmonares no microciticos como son la estadificacion
(TNM) (p<0,0001) y edad mayor de 65 afios (p<0,0001) se correlacionan de manera

significativa con la superviencia, lo que valida la serie estudiada.

2.- La subdivision en el estadio | del didmetro tumoral en 4 grupos, resulto
significativa para la supervivencia libre de enfermedad (p=0,004) pero no para la
global (p=0,084), planteando que dicha subdivision podria ser admisible en la

estadificacion TNM de los carcinomas pulmonares.

3.- Parametros histologicos generales como son el grado de diferenciacion tumoral
(p=0,005) y la presencia de cicatriz conllevan peor supervivencia. La presencia de
cicatriz en estadios I y Il se asocia con peor supervivencia libre de enfermedad

(p=0,025) pero no es significativa para la supervivencia global (p=0,634).

4.- El atrapamiento alveolar dentro de los carcinomas pulmonares no microciticos
es un hecho frecuente y poco estudiado; se asocia con peor supervivencia global,
hallazgo no estadisticamente significativo aunque se encuentra casi en el rango de
la significacion (p=0,056) estadistica. En cambio la supervivencia libre de

enfermedad es claramente no significativa (p=0,57).

5.- Los casos en los que el atrapamiento es en cuantia escasa o esta localizado s6lo
en la periferia tumoral son los que muestran peor supervivencia mientras que los
gue lo tienen en cuantia abundante y/o con una distribucibn amplia su

supervivencia global es similar a los casos que no presentan atrapamiento.
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6.- Los casos que presentan diseminacion interalveolar, tal y como se ha definido
en el presente trabajo, tienen una supervivencia global peor que aquellos que no

muestran esta caracteristica (p=0,037).

7.- La presencia y la cantidad de necrosis o la cantidad de estroma tumoral no

tienen relacion con la supervivencia.

8.- Los tumores positivos para el histoantigeno del grupo A tienen mejor

supervivencia, casi en la significacion estadistica (p=0,056).

9.- Los pacientes del grupo sanguineo A que presentan pérdida del marcador en el
estudio inmunohistoquimico del tumor tienen peor supervivencia global, tanto en
la serie completa (p=0,017) como en estadios | y Il (p=0,02), sobre todo
comparados con los del grupo A que mantienen la expresion pero también en
comparacion con el resto de pacientes que no son del grupo A (p=0,048). No es

significativo con respecto a la supervivencia libre de enfermedad.

10.- Las proteinas de choque térmico estudiadas (Hsp27 y Hsp70) son positivas en
una mayoria de carcinomas pulmonares no microciticos, sin distribucién especifica
significativa segun el tipo histoldgico, ni correlacion significativa con la

supervivencia.
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Iconografia

Adenocarcinoma moderadamente diferenciado.
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Iconografia

Carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado con atrapamiento alveolar
grado 3.

Carcinoma indiferenciado de célula grande con una luz alveolar irregular atrapada,
en el centro de la imagen (grado 1).
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Iconografia

Carcinoma epidermoide. Atrapamiento alveolar grado3 y extension 3. Estroma
grado 2 y necrosis grado 2.

Carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado. Atrapamiento alveolar grado
3. Alveolos en el nido tumoral, en la interfase y en el estroma.

175



Iconografia

Grupo A. Pérdida de expresién en tumor y positividad en los alveolos atrapados y
endotelio. Carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado.

Hsp70. Intensidad 4 en més del 75% de las células. Alveolos atrapados negativos.
Imagen opuesta a la anterior

176



Iconografia

Carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado. Estroma grado 2, necrosis
grado 3.
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Iconografia

Carcinoma epidermoide poco diferenciado. Necrosis grado 1.

Carcinoma epidermoide pobremente diferenciado. Cicatriz en el centro del tumor
con presencia de vasos residuales y retraccion del tejido adyacente.
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Iconografia

Carcinoma epidermoide pobremente diferenciado. Pseudocapsula fibrosa con
diseminacion interalveolar en la zona de rebasamiento.

Carcinoma epidermoide pobremente diferenciado. Diseminacion interalveolar. Fino
revestimiento neumocitario del mamelon tumoral y presencia de macréfagos
alveolares en la luz donde crece el tumor.
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Iconografia

GrupoA. Carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado. Intensidad 4 en
mas del 75% ce células. Endotelios vasculares positivos como control interno

Grupo A. Carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado. Intensidad 4 entre
el 50 75% de células. Alveolos atrapados que destacan por su mayor intensidad de
tincion que las células tumorales.
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Iconografia

Hsp27. Adenocarcinoma bien diferenciado. Intensidad 4 en mas del 75% de células
tumorales.

Hsp27. Carcinoma indiferenciado de célula grande. Intensidad 3 entre el 25 y 50%
de células tumorales.
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Iconografia

Hsp70. Carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado. Intensidad 4 en mas
del 75% de células tumorales.

Hsp70. Carcinoma epidermoide bien diferenciado. Intensidad 3 en méas del 75% de
células tumorales.
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Introduction

Lung carcinoma is the second most common cancer worldwide, following prostatic
carcinoma in incidence but it remains the highest in mortality. The five year survival
varies depending on the geographical areas but it ranges between 6 and 14% for males
and between 7 and 18% for females, in such way that the total deaths due to pulmonary
carcinoma are higher than those caused by colonic, mammary and prostatic carcinomas
together, in spite of the advances in diagnosis and therapeutics. Even among patients
with localized disease who are treated with surgical resection, 73% and 58% of them,
respectively in stage 1A and IB, live longer than 5 years. Further studies in order to
discriminate which cases purported either a favorable or dismal clinical course are
pivotal to know the patients who will need additional treatment and to look for new and

more specific therapies.

Nowadays, in the molecular age, a so classic and conventional procedure as staging
constitutes the most important isolated factor to determine the survival, predict the
prognosis, select the therapies and stratify the patients. Histological features of the non-
small cell lung carcinoma (NSCLC) as prognostic factors have been variously studied
with diverse and not uniform results. So the histologic type of the tumor, grade of
differentiation, growth pattern at the periphery of the tumor, necrosis, presence of scar
and desmoplasia inside the neoplasm, vascular invasion either lymphatic, venous or
even arterial; mitotic count have been studied with diverse and sometimes contradictory
results depending on the different series. Among the most constant microscopic features
with prognostic implications are: vascular invasion, desmoplasia and some histologic

patterns or variations as micropapillar areas in adenocarcinoma (AC), carcinomas with
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rhabdoid differentiation as unfavorable factors or bronchioloalveolar carcinoma (BC) or

extensive areas with this bronchioloalveolar pattern as favorable ones.

On the other hand numerous molecular changes and diverse profiles of expression of
different markers have been found, some of them with important consequences for the
treatment and survival of the patients. Immunohistochemical features of several
components of the ABH blood group have been studied both in NSCLCs and non-tumor
pulmonary tissue. The lost of stainig in lung carcinoma with antibodies against the
histoantigen of blood-group A among the patients who belong to this blood group is

associated with worse clinical survival.

Heat shock proteins (HSP) are ubiquitous proteins present in practically each cell,
varying their amount and type or family of HSP depending of the tissue and its patho-
physiological status. Although their roles in cancer are not completely understood it
seems to be that HSPs are involved in numerous functions. The different families of
these proteins have been widely studied in many types of tumors. They are frequently
demonstrated in neoplasms but their implications as predictive or prognostic factors

have resulted contradictory.

Objectives

1.-To study in our surgical series of 470 NSCLCs the next histological characteristics:
1) histologic type, 2) grade of differentiation, 3) entrapment of normal alveoli (AE)
inside the tumor, 4) volume of the stroma in the area where the alveoli are entrapped

and in the areas lacking such entrapment, 5) presence and amount of tumor necrosis, 6)
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presence of scar either central or peripheral, 7) presence of tumor spreading from one

alveolus to another at the periphery.

2.- To determine the immunohistochemical expression of blood-group antigen A, trying
to establish the relationship between that expression and the blood-group of the patient:
loss of the antigen A in blood-group A patients or aberrant expression in the patients
with other blood-group; these findings are correlated with the characteristics of

paragraph 1.

3.- To determine the immunohistochemical expression of heat shock proteins Hsp27

and Hsp70; these findings are correlated with the characteristics of paragraphs 1 and 2.

4.- To correlate in this series of non-small cell lung cancers the different characteristics
studied in the three paragraphs above referred with TNM staging, overall survival and
disease free survival trying to establish prognostic signification of such parameters,
possible prognostic characteristics, both in the complete series and mainly in localized
tumors (stage | and I1). To correlate the diverse characteristics in multivariate analysis
studying the relationships of the expression of different proteins, blood-group antigen A

and the histological features.

Results

Clinical data: Patients: 425 were men (90.4%) and 45 women (9.6%), whose age

ranged from 33 to 82 years (mean age: 64 years, median age: 65 years). Surgical
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resection was performed in all cases: 309 lobectomies, 15 bilobectomies, 82

pneumonectomies and 64 wedge resections.

Tumor stage was la in 119 patients, Ib in 202 patients, Ila in 52 patients, I1b in 32

patients, Il1a in 56 patients, 111b in 3 patients and IV in 6 patients.

Histological findings

Histological distribution: 219 tumors corresponded to squamous cell carcinomas
(SCs), 186 to ACs, 15 to BACs, 31 to NSCLC-NOS, 11 to adenosquamous carcinomas

(ASC) and 8 to other types.

Grade of differentiation: Among the 310 cases studied for grade of differentiation of
the tumor 25 were well differentiated, 135 moderately differentiated and 150 poorly

differentiated.

Alveolar entrapment was present in 115 out of 470 cases. It was more common among
SCs, 43.4% (95 cases) of which showed this histological characteristic, whereas it was
demonstrated in only 5.9% of the ACs and 12.9% of NSCLC-NOS. 36,3% of ASCs,
mainly in squamous areas, displayed AE, but it was absent in all BACs (p<0.0001). In
most of tumors with AE this was moderate (45/115) or abundant (43/115) in grade, and
extensively distributed whithin the tumor with 92 cases showing alveolar lumina 2mm
inside the tumor limit. The entrapped alveoli were localized just inside the limit of the
tumor solely in 9 cases. Grade and extension of AE were correlated in such way that
most of cases displayed abundant entrapment extensively distributed (p<0.0001) and all
the cases with abundant entrapment (grade 3) showed extensively distribution of the

included alveoli.
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Stroma: it was abundant in 64% of cases and it correlated with the grade of

differentiation.

Necrosis: most tumors showed moderate (155/470) or abundant (116) necrosis, whereas
101 cases did not displayed necrosis. The well differentiated tumors had less necrosis
than moderate or poorly differentiated and tumors with AE had more necrosis than

tumors without AE.

Interalveolar spreading: it was present in 284 out of 345 cases studied for this feature.

It was more frequent in tumors with AE and in tumors with scar.

Scar: it was found in 89 of the 470 cases, more common in ACs (56/186) compared

with SCs (20/219). The neoplasm with scar presented lesser grade of necrosis.

Immunohistochemical results

Blood-group A antigen

57.1% of the patients belonged to blood-group A; 37% of them presented loss of

expression of the antigen of blood-group A in their tumors.

Heat shock proteins Hsp27 and Hsp70

Hsp27 was positive in 86% of cases and Hsp70 in 87% of cases, both proteins in a
majority of cells and with moderate or intense staining. Most tumors were positive for

both proteins in such way that only 5% of cases were negative with both antibodies.
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Survival results

Overall survival

Overall survival was statistically related with staging (p<0.001) and age, being worse
for patients older than 65 year, the median age of the series (p<0.001). Male sex was a

feature of higher mortality, not significant although with statistical trend (p=0.063).

Well differentiated tumors displayed better survival than moderate or poorly

differentiated ones (p=0.005).

Alveolar entrapment was not significant for survival but among the cases with AE
those with higher grade of AE or with extensive AE presented better survival than the

cases with scanty and/or localized AE (p=0.03 and p=0.04 respectively).

The remainder histological features that we studied were not significant for survival.

Tumors positive for blood group A antigen on the immunohistochemical study had
better survival although it does not reach statistical significance (p=0.056) and patients
of blood-group A whose tumor showed loss of immunohistochemical expression of

blood-group A antigen had worse survival (p=0.017).

Disease free survival

Disease free survival (DFS) was statistically related with staging (p<0.001) and the
tumor diameter inside T1 tumor classification, dividing the tumors in <1cm, >1cm-3cm

and >3cm (p=0.004).

Likewise well differentiated tumors displayed better DFS than moderate or poorly
differentiated ones (p=0.049) and alveolar entrapment was not significant but cases

with higher extensive AE presented better DFS than cases with localized AE (p=0.008).
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Cases with scar in their tumors presented worse DFS (p=0.025) and those patients of
blood-group A whose tumor showed loss of immunohistochemical expression of

blood-group A antigen had worse DFS (p=0.017).

Multivariant statistical study

Only age higher than 65 years (p<0.001), lymph node involvement (p<0.001), staging

(p<0.001) and grade of differentiation (p=0.014) resulted significant in statistical study.

Non statistical significant results

The rest of histological characteristics, immunohistochemical results of Hsp27 and
Hsp70 and different combinations of results resulted non-significant from the point of

view of OS or DFS.

CONCLUSIONS

1.- In the cases of present study the general prognostic parameters for NSCLCs as
staging (p<0.001) and age older than 65 years (p<0.001) are significantly correlated

with survival what validates our series.

2.- The subdivision of stage | depending of the tumor diameter in 3 groups (<lcm,
>1cm-3cm and >3cm) was significant for OFS (p=0.004) rising the substaging

according to this range of tumor measures.

3.- Histologic findings as poor differentiation (p=0.005) and scar (p=0.025) purport

worse survival, the later only for OFS.
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4.- Alveolar entrapment inside NSCLCs is a frequent and poorly studied phenomenon,

associated with worse OS, although it does not reach statistical significance (p=0.056).

5.- Cases with scanty AE or in which it is limited to the periphery of the tumor show
worse survival whereas the cases with abundant and/or extensive AE present survival

similar to cases without AE.

6.- Cases with interalveolar tumor spreading at the interphase between the neoplasm and

the adjacent lung tissue have worse OS (p=0.037).

7.- The amount of necrosis and stroma is not realted with survival.

8.- Tumors positive for blood-group A antigen on the immunohistochemical study

display better survival, although it does not reach statistical significance (p=0.056).

9.- Patients of blood-group A whose carcinoma present loss of blood-group A antigen

on the immunohistochemical study have worse OS (p=0.017).

10.- The heat shock proteins Hsp27 and Hsp70 that we studied are positive in most
NSCLCs but without specific distribution from the viewpoint of the histologic type or

survival.
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