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El antigeno nuclear de proliferacién célular (PCNA) o ci-
clina es una proteina nuclear de 36 kD que esta involucrada
en la replicacion del ADN celular y es considerada como un
indice de proliferacion en algunas neoplasias. Este trabajo
analiza la expresion de PCNA en 24 carcinomas primarios
de pulmén de células no pequeiias empleando el anticuerpo
monoclonal PC-10 en material procesado en parafina. En-
contramos importantes variaciones inter e intratumorales
en la expresion de PCNA. No observamos relacion estadisti-
camente significativa entre la cantidad de PCNA expresada
v el tamaiio y localizaciéon tumoral, indice mitésico, tipo his-
tolégico del tumor y edad del paciente. Estudiamos la super-
vivencia en los pacientes en 19 casos con el propdsito de co-
rrelacionarla con la expresion de PCNA, obteniendo una
relacion estadisticamente significativa (r = 0,47; p < 0,05)
entre la cantidad de PCNA expresada y la supervivencia en
los casos incluidos en nuestro estudio, pero al establecer un
sistema de graduacion de la expresion de PCNA en tres gra-
dos —leve (0-25%), moderado (25-50%) e intenso (> 50% )-
no encontramos diferencias estadisticamente significativas
entre las supervivencias ni un valor prondstico en la gradua-
cion de PCNA.
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Analysis of proliferating cell nuclear antigen
expression in 24 cases of primary non-small cell
lung cancer and correlation with survival

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) is a 36kD nu-
clear protein involved in DNA replication that is believed to
provide an indication of proliferation in some neoplasms.
This study analyzes PCNA expression in 24 cases of primary
non-small cell lung cancer using monoclonal PC-10 antibo-
dies in paraffin embedded material. We found significant
inter- and intra-tumoral variations in PCNA expression,
and no statistically significant relation between the amount
of PCNA expression and the size and location of tumors, in-
dex of mitosis, histological tumor type or patient age. We
found a statistically significant relation (r = 0.47; p < 0.05)
between survival and amount of PCNA expression in a sam-
ple of 19 cases, but ne statistically significant differences in
survival related to whether PCNA expression was slight (0-
25), moderate (25%-50%) or high (> 50%), and no prognos-
tic value for degree of PCNA expression.

Key words: Lung cancer. Proliferating cell nuclear antigen. PC-
NA. Cyelin. Survival. Prognostic factor. Immunohistochemistry.

Introduccién

El antigeno nuclear de proliferacion celular o PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen)'. también conocido
como ciclina®?, es una proteina nuclear de 36 kD* que
se hace mds patente durante la fase S del ciclo celular® y
desempeia un papel indispensable en la replicacion del
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ADN celular®’. actuando como proteina auxiliar de la
enzima ADN-polimerasa delta*'. La deteccién de
PCNA. actualmente posible por técnicas de imunohisto-
quimica, permite reconocer parte del compartimiento
proliferativo de una poblacién celular'!"'2. Sin embargo.
al menos en algunas poblaciones celulares neoplasicas.
existen dudas sobre la correlacién entre expresion de
PCNA y proliferacién celular’>. En lo concerniente al
cancer de pulmon, en la actualidad existen algunas dife-
rencias importantes en los resultados obtenidos de di-
versos estudios que relacionan la expresion de PCNA
con distintos parametros biolégicos de tumor (tipo his-
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Fig. 1. Tincién inmunohistoquimica de un grupo de células neoplasicas de
un carcinoma de célula grande de pulmaén con el anticuerpo monoclonal
PC-10. Obsérvese (flecha) la positividad en los nicleos celulares (> 400).

toldégico, indice mitdsico. expresion de otros antigenos.
o patron de ploidia, entre otros) y con parametros clini-
cos (estadio clinico, recidiva, respuesta a quimioterapia
0 supervivencia, entre otros)'

En este estudio retrospectivo valoramos la expresion
de PCNA ¢n 24 carcinomas primarios de pulmén de cé-
lula grande (carcinomas primarios de pulmon no indife-
renciados de células pequefias) tratados quirdrgicamente
y su relacion con otros pardmetros anatomopatologicos
(tamafio. localizacién. tipo histolégico e indice mitdsi-
co). Por ultimo. realizamos una correlacion de la expre-
sion de PCNA con la supervivencia en 19 de los 24 ca-
S0S.

Material y métodos

Se recurrid a un listado constituido por los pacientes que
habfan sido intervenidos quirdrgicamente por carcinoma pri-
mario de células no pequefias de pulmoén en el Servicio de Ci-
rugia Toracica del Hospital 12 de Octubre de Madrid entre los
afios 1984-1990 y que era conocida su evolucion. Del mismo
fueron seleccionados al azar 25 pacientes. de cualquier esta-
dio clinico inicial y pretendiendo ligar fundamentalmente la
variable morfoldgica. tiempo de evolucién y expresion de
PCNA. Un caso fue eliminado del estudio por no contarse con
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tejido debidamente conservado para la realizacion de la técni-
ca inmunohistoquimica. De los 24 casos finalmente estudia-
dos todos los pacientes seleccionados resultaron ser varones.
con edades comprendidas entre los 40 y 75 afios en el mo-
mento de la cirugia. La edad media era de 61,2 afos. Los ca-
sos comprendian 13 carcinomas epidermoides, 8 adenocarci-
nomas. 2 carcinomas indiferenciados y uno adenoscamoso. y
los procedimientos quirtirgicos consistieron en 9 neumonecto-
mias. 13 lobectomias y 2 segmentectomias. Para la corrcla-
cion de la expresion de PCNA con la supervivencia se tuvie-
ron en cuenta Unicamente aquellos pacientes sometidos a un
tratamiento quirtirgico de caricter presuntamente curalivo,
que no hubieran fallecido en la primera semana postoperatoria
y cuya causa de muerte no se debiera a otra enfermedad grave
independiente de su neoplasia pulmonar. Cinco de los 24 ca-
sos fueron excluidos al no cumplir alguno de estos requisitos.

Las piezas quirdrgicas habian sido fijadas en formaldehido
al 10% durante 24-48 horas y las muestras seleccionadas de
cada tumor posteriormente incluidas en parafina. Se obtuvie-
ron cortes histoldgicos tefiidos con hematoxilina-eosina para
el estudio histopatolégico convencional y cortes histoldgicos
en los que se aplicé el método de la estreptoavidina-biotina-
peroxidasa (LSAAB Kit Dako-Glastrup, Dinamarca) y como
marcador inmunohistoquimico de la PCNA al anticuerpo mo-
noclonal PC-10 (Dako-Glastrup, Dinamarca) a una dilucion
de 1/50.

Se considerd que una célula expresaba PCNA cuando pre-
sentaba positividad nuclear para PC-10 (fig. 1) independiente-
mente de que hubiese o no positividad citoplasmdtica'*".
En cada tumor la expresion de PCNA fue estimada valorando
2.000 células neoplasicas, para lo que se escogieron 10 cam-
pos microscdpicos de gran aumento (X 400) y se contabiliza-
ron 200 células neoplasicas por cada campo, obteniéndose 10
porcentajes parciales de positividad que arrojaron informa-
cion sobre la variacion intratumoral de expresion de PCNA.
Posteriormente. los tumores se clasificaron por su porcentaje
medio de expresion de PCNA de acuerdo con el siguiente sis-
tema de graduacion: 1-25% (leve), 25-50% (moderado) y ma-
yor del 50% (intenso). El indice mitdsico (suma del nimero
de mitosis encontradas en 10 campos microscopicos de gran
aumento) tue obtenido de los mismos 10 campos de gran au-
mento empleados para el estudio de la expresion de PCNA.

Los datos del tamafio y la localizacién tumoral se obtuvie-
ron del estudio macroscépico anatomopatoldgico. considerdn-
dose central al tumor situado en un bronquio principal. lobar
0 segmentario.

El estudio estadistico se compuso de un andlisis descriptivo
de las variables. técnicas de andlisis no paramétrico de la va-
rianza para comparacion de las medias de los distintos grupos
(usando el test de Kruskal-Wallis) v coeficiente de correla-
cion de Pearson para verificar asociaciones entre variables
cuantitativas. Se realiz6 una tabla de vida actuarial y se hicic-
ron curvas de supervivencia siguiendo el método de Kaplan-
Meier. Para determinar si existian diferencias significativas de
supervivencia entre los 3 grados de expresion de PCNA esta-
blecidos se empled el Log-Rank Test.

Resultados

En las tablas [-1I se aporta un andlisis descriptivo de
las variables. La expresién media de PCNA de los 24
casos fue del 36.5%. En el tumor que expresé menos
PCNA ésta alcanzé un 9,.9% de positividad, y en el que
mas, un 70.6%. De acuerdo con el sistema de gradua-
cion empleado hubo 8 casos (33,3%) con leve expre-
sion, 10 (41.7%) con moderada y seis (25%) con inten-
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TABLATI
Anadlisis descriptivo de variables: expresion de PCNA (%),
supervivencia, indice mitésico, edad
¥ tamano tumoral

eriuhk‘ Minimo | Miximo | Media l)e:ﬂ"iaci(m
estandar
PCNA 9.9 70.1 36.5 18.4
Supervivencia (meses)* 39 86.4 30.7 216
Indice mitosico™* 2 35 11 7.7
Idad (anos) 40 75 al.2 93
Tamafo tumoral (cn 1.2 7.7 4.1 1.6

“Meses.
“Nuimero de mitosis por 10 campos de gran aumento.

TABLA I
Analisis descriptivo de las variables: tipo histolégico,
porcentaje medio de expresion de PCNA, rango de expresion
de PCNA y supervivencia de cada caso

Tipo histologico porcsl.l(t;:(:\r:ne(li() PCNA: rango* ﬁul]::;z:el‘:]t:;cm
Epidermoide 9.9 0-16 66.7
Adenocarcinoma 10.8 3.5-20 44
Epidermiode 16.5 10-23.5 53.3
Epidermoide 17.7 [1-21.5 37.5
Epidermoide 19 6-29.5 27.6
Adenocarcinoma 19.2 13-26 225
Epidermoide 20.1 13-29 528
Adenocarcinoma 245 12.5-33.6 11.5
Epidermoide 353 16.5-40 194
Epidermoide 26.6 16.5-33 237
Epidermoide 295 23.5-40.5 387
Epidermoide 38.7 30-60 86.4
| Indiferenciado 41.5 26-67.5 8.3
Adenocarcinoma 442 39.5-52 16,6
Adenocarcinoma 50 44.5-64.5 7.7
Epidermoide 575 36.5-77.5 18.1
Adenocarcinoma 58.3 46-79 27
Epidermoide 60.6 31-63 37
Epidermoide 68.1 35-80 24.1
Adeniocarcinoma 27.5 20-36 -
Epidermotide 42.8 22-77 -
Adenoscamoso 454 34-67.5 -
Inditerenciado 524 38-62 -
Adenocarcinoma 70.6 56-80 -

Minimo y maximo porcentaje parcial de expresion de PCNA.
FEEn S casos la supervivencia no fue considerada.

sa. El tumor que mostro mayor variacién de expresion
de un campo microscopico a otro presentd porcentajes
parciales minimo y maximo del 35 y el 80%. respecti-
vamente. En general. los carcinomas epidermoides ten-
dicron a mostrar mayor positividad en la periferia que
en ¢l centro de los nidos tumorales, mientras que los
adenocarcinomas mostraron una positividad distribuida
de forma mas homogénea y, en algin caso, mayor dis-
tribucion central. No se encontraron diferencias signifi-
cativas cuando se correlaciond la expresion de PCNA
con la edad de los pacientes. tamafio y localizacion del
tumor, indice mitdsico y tipo histolégico.

En el grupo compuesto por los 19 casos en los que se
valoré la supervivencia la expresion media de PCNA
fue del 33.5%. El andlisis estadistico demostré una co-
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Fig. 2. Curva de correlacién inversa entre la supervivencia y la expresion
de PCNA (r = 0.47, transformacién reciproca). Los circulos sefialan la su-
pervivencia v el porcentaje medio de expresion de PCNA de cada caso es-
tudiado (n = 19).

rrelacion inversa (r = 0.47. transformacion reciproca)
estadisticamente significativa (p < 0.05) entre la super-
vivencia y el porcentaje de expresion de PCNA (fig. 2).
Sin embargo. no se observaron diferencias estadistica-
mente significativas entre la supervivencia media de
cada uno de los 3 grados de expresion establecidos (p =
0.08) ni se encontrdé que dicho sistema de graduacién
tuviera un valor pronostico significativo (p = 0,39).

Discusion

Cuando en 1978 Miyachi et al' identificaron a la
PCNA como un antigeno contra el que reaccionaban
autoanticuerpos detectados en el suero de algunos
pacientes ldpicos, el hecho de que fuera identificado
s6lo en células de conocida actividad proliterativa
{como, por ejemplo, los linfocitos de la corteza ganglio-
nar o los linfocitos periféricos sometidos a la presencia
de mitégenos) pero no en células quiescentes. sugirio
que el antigeno involucrado debia tener algiin papel en
la replicacion celular. La fabricacion de anticuerpos
monoclonales contra la PCNA y la posibilidad de su
aplicacion en muestras de tejido procesadas en parafina
han facilitado enormemente el estudio dec su expresion
en numerosas neoplasias'>'**% y su correlacién con
parametros anatomoclinicos. En algunas neoplasias he-
matolégicas y en algunos tumores sélidos la expresion
de PCNA ha presentado un valor prondstico™™*!,

En nuestro trabajo, al igual que en otros realizados'.
no hemos encontrado correlacion entre la expresion de
PCNA vy el {indice mitosico. La expresion de PCNA au-
menta al final de la fase G1, es maxima en la fase S.
desciende durante la fase G2 del ciclo celular y esta au-
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sente en la fase de mitosis'?. Esto podria explicar la au-
sencia de correlacion entre la expresion de PCNA vy el
indice mitésico. seglin algunos autores'. Sin embargo.
existen trabajos en los que esta correlacidn si se observa
v es ademads sustentada basindose en que tanto las célu-
las en mitosis como las células en fase S son prolife-
rantes''.

El principal objetivo al estudiar la expresion de
PCNA en los carcinomas de pulmdn es distinguir estos
umores por su mayor o menor expresién de PCNA de
forma que este criterio ofrezca un valor prondstico y
condicione actitudes terapéuticas. Aunque en nuestro
estudio encontramos relacidon estadisticamente signifi-
cativa entre la cuantia de expresion de PCNA y la su-
pervivencia de los pacientes (p < 0,05) no encontramos
valor pronostico en el sistema de graduacién empleado.
En la literatura no existen resultados undnimes. ya que
hay trabajos que asignan un valor prondstico indepen-
diente a la expresién de PCNA'™" y otros en los que,
aunque observan correlacion estadfsticamente significa-
tiva entre supervivencia y PCNA. no encuentran un va-
lor prondstico independiente!®*'. Otro hecho relevante
es la gran variacion de expresion de PCNA que obser-
vamos en un mismo tumor (tabla 1I). Esta variacién po-
dria originar infra o supravaloraciones de la expresion
media de PCNA de un tumor si ¢l muestreo que se rca-
liza no es suficientemente extenso. Aunque estas varia-
ciones podrian ser detectadas mediante un estudio sufi-
cientemente seriado de la neoplasia. el tamano menor
pero suficiente de la muestra todavia no ha sido acorda-
do. En este sentido. el uso de métodos de cuantificacion
computarizada parece cada vez mds necesario en la
practica rutinaria de la patologia, ya que permite hacer
muestreos mds extensos en menor tiempo y de forma
mds objetiva y reproducible. El reconocimiento del gra-
do de heterogeneidad en la actividad proliferativa de la
neoplasia podria ser por s{ mismo un dato relevante.

En conclusion. aunque hemos observado correlacion
estadisticamente significativa entre la expresion de
PCNA y la supervivencia de los casos incluidos en
nuestro trabajo. no hemos encontrado diferencias signi-
ficativas de supervivencia en la graduacion de dicha ex-
presion. Creemos que aunque sc conceda a este indice
de proliferacion un lugar en el estudio rutinario del car-
cinoma primario de pulmdn, se requieren mas estudios
que correlacionen la expresiéon de PCNA vy la supervi-
vencia en series grandes. con control del mayor nimero
posible de variables con reconocido significado pronos-
tico y en cuyos resultados la expresion de PCNA alcan-
ce un valor pronéstico independiente.
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