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En este estudio hemos realizado una valoracién de la ex-
presién inmunochistoquimica de p185 y antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA) en 68 carcinomas no microciti-
cos de pulmon sometidos a tratamiento quirdrgico.

El adenocarcinoma de pulmén fue el tipo histolégico que
con mayor frecuencia expresé p185 a niveles superiores al
10%, con relacion estadisticamente significativa; mientras
que el carcinoma epidermoide se asocié a indices de prolife-
racion mas elevados.

Aunque estos dos marcadores no mostraron caricter pro-
néstico en el estudio de la supervivencia, debe sefialarse que
las supervivencias mas prolongadas se obtuvieron en los pa-
cientes que expresaron p185 en menos del 10% de las célu-
las neoplasicas.
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Study of proliferating cell nuclear antigen
and p185 in non-small cell lung cancer

We assessed immunohistochemical expression of p185 and
the proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in 68 patients
undergoing surgery for non-small cell lung cancer.

Adenocarcinoma of the lung was the histological type
whose expression of p185 at levels exceeding 10% was grea-
ter to a statistically significant degree. Epidermoid carcino-
ma, on the other hand, was associated with the highest
PCNA indices.

Although these 2 markers had no prognostic value in the
survival study, it must be pointed out that the longest survi-
vors were patients with p185 expression less than 10% in
neoplastic cells.

Key words: Proliferating cell nuclear antigen p185. Non-small
cell lung cancer.

Introduccion

El céncer de pulmén es el tumor maligno que ha ex-
perimentado un mayor incremento a lo largo del siglo
XX; en la actualidad es la causa principal de muerte por
tumores malignos en los pafses occidentales'.

Hasta la actualidad la estadificacién clinica, la tipifi-
cacién histologica y el estado del enfermo han sido
marcadores prondsticos en el cancer de pulmén?, pero
con frecuencia los oncélogos se encuentran con pacien-
tes que muestran una evolucién desfavorable a pesar de
tener factores prondsticos favorables. Esto nos induce a
pensar en la falta de sensibilidad de los actuales indices
prondsticos, y nos sugiere la posibilidad de que pueden
existir otros marcadores especificos que sean los res-
ponsables del curso clinico de cada paciente.
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El antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA)
es una proteina dcida no-histona de 36 kD de peso mo-
lecular que cumple funciones auxiliares de la polime-
rasa delta del ADN y es, por lo tanto, esencial para la
sintesis y reparacion del ADN. Sus concentraciones 0s-
cilan a lo largo del ciclo celular, y alcanzan su maxima
expresion durante la fase S del mismo®,

La existencia de anticuerpos especificos que permi-
ten mediante inmunohistoquimica identificar el PCNA
en el tejido procesado ha permitido valorar la actividad
proliferativa en procesos neopldsicos y no tumorales,
mostrando en ocasiones carécter pronéstico®. Asi, en el
pulmén, niveles elevados de expresion de PCNA se han
correlacionado con la tipificacién histoldgica y con fac-
tores de mal pronéstico®?.

La p185, la proteina del oncogén c-erb-B-2, es una
glucoproteina de transmembrana con actividad tirosin-
cinasa que muestra una estrecha homologia con el re-
ceptor del factor de crecimiento epidérmico®!®, En el
cancer de mama y ovario. la expresiéon inmunohisto-
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Fig. 1. Tincién del antigeno nuclear de prolnferacnon celular (PCNA). Se
observa la expresién del PCNA en el nicleo de las células tumorales
(ABC, x280).

quimica de esta proteina se ha correlacionado en un
90% de los casos con la amplificacion del oncogén,
mostrando cardcter prondstico'''?.

En el cancer de pulmdn, la pl85 ha sido reconocida
como un marcador fenotipico tumoral del carcinoma de
células no pequeiias, identificindose en un 30% de los
adenocarcinomas y carcinomas epidermoides, pero con
significado clinico diferente'.

Hemos realizado un estudio de expresion de pl85 y
PCNA en 68 casos diagnosticados de carcinoma no mi-
crocitico de pulmén sometidos a tratamiento o técnica
quirdrgica, valorando su significado pronéstico.

Material y métodos

Nuestro estudio se realizé sobre 68 pacientes del Hospital
General Universitario de Valencia, diagnosticados de carcino-
ma no microcitico de pulmén y sometidos a tratamiento o téc-
nica quirtrgica (neumonectomia, lobectomia y reseccién ati-
pica) durante el perfodo 1989-1991.

Para la estadificacién de los enfermos se aplicéd la clasifi-
cacion internacional por estadios, quinirgico-patoldgica, del
cancer de pulmén’s.

El estudio histopatoldgico e inmunohistoquimico se realizé
sobre material fijado en formol al 10% e incluido en parafina,
utilizando la clasificacién de la OMS, en su segunda edicién'®,
para la tipificacién morfolégica de los tumores.

El estudio inmunohistoquimico se realizé aplicando el mé-
todo de avidina-biotina-peroxidasa descrito por Hsu et al".
Como anticuerpos primarios se utilizaron 2 anticuerpos mo-
noclonales: PC-10 (Dakopatts, Glostrup, Dinamarca) a una
dilucién de 1/20 para el estudio del antigeno nuclear de proli-

) TABLA
Indice de expresion del PCNA
PCNA Total C?rcinon.la Adenocarcinoma Cfxrcinoma de
epidermoide célula grande
<25% 16(28,1) 8 (50,0) 8 (50,0) 0 (0,0)
25-50% 22 (38.6) 8(36.4) 10 (45.,5) 4(18,2)
50-75% 11(19,3) 6 (54,5) 19,1) 4 (36,4)
>75%  8(14,0) 5(62,5) 2(25,0) 1(12,5)

PCNA: antigeno nuclear de proliferacién celular.
Las cifras entre paréntesis expresan el porcentaje.
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feracién celular y el anticuerpo m-Ab-3 (Oncogene Science,
Uniondale, Nueva York) a una concentracién de 1/50 para el
andlisis de la p185.

El cédlculo de la expresion de PCNA se realizé mediante el
indice de PCNA tal y como sugiere Hall et al’, agrupando a
los tumores en 4 categorias segtin el indice de PCNA fuera in-
ferior a 25%, entre 25-50%, entre 50-75% y superior al 75%.

Para la valoracién de los resultados de la expresién de la
p185 empleamos un método semicuantitativo, clasificando a
los tumores en 4 grupos segin la tincién fuera en forma de
células aisladas (< 10%), de forma parcheada (10-50%), difu-
sa (> 50%) o tincién negativa. En los casos con tincién de
p185 positiva se valoré la localizacién de la misma (membra-
na o membrana y citoplasma) y su morfologia (lineal o gra-
nular).

Como control de ambas reacciones se empled un sarcoma
para el estudio del PCNA y muestras de pulmén normal para
la p185.

El estudio estadistico se realizé utilizando un programa
SPSS/PC+ versién 4.0 para ordenadores personales'®!?. Reali-
zamos un estudio de correlacion entre las variables (andlisis
de regresién lineal, prueba de la t de Student, %) y un estudio
de supervivencia.

La supervivencia se calculé en meses, tomando como punto
de referencia el dia de la realizacidn del acto quinirgico y fi-
nalizando en el momento del cierre del estudio clinico, en ju-
lio de 1993; los enfermos se clasificaron en vivos o fallecidos
segtn el estado actual de los mismos. Se excluyeron del andli-
sis los pacientes que fallecieron durante el primer mes tras la
intervencién quirdrgica (muerte postoperatoria). Para el estu-
dio de la supervivencia se confeccionaron las tablas de la vida
y las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier. El valor de p
se considero significativo cuando fue inferior a 0,05.

Resultados

De los 68 casos analizados en nuestro estudio, 33 tu-
mores fueron clasificados como carcinoma epidermoide
(48,5%), 23 como adenocarcinoma (33,8%) y 12 fueron
clasificados como carcinoma indiferenciado de célula
grande (17,6%}).

Los estadios I y III-a fueron los de mayor incidencia
en nuestra serie, con un 48,5% y 30,9% de los casos,
respectivamente. La supervivencia se pudo calcular en
64 casos (cuatro fueron considerados muerte postopera-
toria), con una media de 22 + 14 meses. Un 36,8%
(25 casos) estaban vivos en el momento del cierre del
estudio y un 63,2% (43) fallecieron.

El estudio del PCNA fue realizado en 57 tumores
(83,8%), en los 11 casos restantes la tincion fue consi-
derada negativa o no valorable.

Se considerd tincion positiva la localizada en el nid-
cleo de las células tumorales independientemente de la
intensidad de la tincién (fig. 1). El indice de PCNA me-
dio fue de 43,4% que por grupos histolégicos corres-
pondié a un 45,8% para los carcinomas epidermoides,
34,9% para los adenocarcinomas y 56,2% para el carci-
noma indiferenciado de célula grande. Cuando agrupa-
mos a los tumores en 4 categorias segiin su indice de
PCNA, el epidermoide fue el tipo histolégico de mayor
incidencia entre los tumores que mostraban indices de
PCNA mas elevados (tabla I).

La expresién de la proteina del oncogén c-erb-B-2
fue valorada en 59 casos. En nueve la inmunotincién
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Fig. 2. Tincién de membrana de la p185. Se puede observar la localiza-

cién de la inmunotincion de la p185 en la membrana citoplasmitica de las
células tumorales, en este caso con patrén lineal (ABC, x280).

fue no interpretable. Se consideré tincién positiva la in-
munotincion localizada en la membrana (fig. 2) y la de
membrana y citoplasma asociado (fig. 3), con una in-
tensidad de tincion superior a la del pulmén no tumoral.

En 46 casos se observd tincién positiva (77,9%),
siendo el adenocarcinoma de pulmén el tipo histol6gi-
co que mostré un indice de positividad mds elevado
(95,25%).

La expresién inmunochistoquimica de p185 localizada
en la membrana y en el citoplasma tumoral y la morfo-
logia de tincién granular fueron las predominantes en
nuestro estudio con un 78,3 y 95,7%, respectivamente.

En el estudio de correlacién entre las variables se ob-
servo una relacién entre el indice de PCNA vy el indice
de mitosis; y entre la expresion de p185 y la tipificacion
histolégica (p = 0,0129).

El indice de PCNA mostré una correlacion lineal con
el indice de mitosis con un coeficiente de correlacién de
0,6 (fig. 4). Los adenocarcinomas de pulmén mostraron
con mayor frecuencia expresion de pl85 > 10% (tabla II).

En el estudio de la supervivencia fue la tipificacion
histolégica, los estadios N y general los factores que
mostraron relacién estadisticamente significativa con la
misma (p < 0,05). Los enfermos con tumores clasifica-
dos como carcinomas epidermoides y en estadios ini-
ciales de la enfermedad (N,-N, y estadios 1 y II) fueron
los que mostraron las supervivencias mas prolongadas.

La expresién de PCNA y pl85 no mostraron caricter
prondstico. No se observé relacion ni con el estadio ni con

TABLAII
Expresién de p185
pl85 Total e(;?;::ll::);?;e Adenocarcinoma Sgl;cl;ng:ig:
< 10% 10 (16,9)  7(70,0) 2 (20,0) 1 (10,0)
10-50% 18 (30,5) 9 (50,0) 6(33,3) 3(16,7)
>50% 18(30,5) 4(22.2) 12 (66,7) 2 (11.1)
Negativa 13(22,0) 9 (69,2) 1(7,7) 3(23,1)

Las cifras entre paréntesis expresan el porcentaje.
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Fig. 3. Tincién de membrana y citoplasma de la p185 que muestra un pa-
trén granular (ABC, x280).
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Fig. 4. Regresién lineal. Indice mitético/indice del antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA).

la supervivencia, aunque es de sefialar las supervivencias
mads prolongadas de los enfermos con expresion de p185 <
10% (fig. 5) y de los pacientes con expresion de pl85 lo-
calizada en la membrana tumoral (fig. 6), en este caso con
relacién estadisticamente significativa (p = 0,0147).

Discusién

A pesar de los avances realizados en el diagndstico y
en el tratamiento de cancer de pulmdn, el indice de su-
pervivencia de los enfermos afectados por esta patolo-
gia a penas ha variado en los tiltimos afios?. Esto ha lle-
vado a la busqueda de nuevos marcadores especificos,
como son los de la actividad proliferativa y las altera-
ciones genéticas tumorales, que permitan identificar
ciertos factores pron6sticos que determinen el curso cli-
nico de cada uno de los enfermos.

La informacion derivada del estudio del ciclo celular
ha sido utilizada por los patélogos para determinar el
indice de proliferacion de los tejidos, siendo un impor-
tante marcador prondstico en la patologia tumoral.

A partir de la identificacion y del desarrollo de anti-
cuerpos especificos que reconocen determinados antige-
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Fig. 5. Curva de Kaplan-Meier. Expresion p18S.

nos relacionados con el ciclo celular (Ki 67 y el PCNA)
ha sido posible la valoracién de la actividad prolifera-
tiva de los tejidos mediante la aplicacién de técnicas
inmunohistoquimicas. El empleo de anticuerpos que
reconocen el PCNA muestra la ventaja de poder ser uti-
lizados sobre material fijado, lo que permite la realiza-
cioén de estudios prospectivos, sin necesidad de altera-
clones tisulares?!.

Hemos realizado un estudio de expresién del PCNA
en 68 casos de carcinoma no microcitico de pulmdn,
utilizando material fijado en formol al 10% e incluido
en parafina, procedente de piezas de reseccién quirtrgi-
ca pulmonar.

De los 3 anticuerpos comercializados para la deter-
minaciéon del PCNA?%, el anticuerpo PC-10 ha sido
considerado por un gran nimero de autores como el
idéneo para la identificaciéon del PCNA sobre material
fijado, por la mayor resistencia del epitopo reconocido
por este anticuerpo en la fijacién formélica habitual®' s,

Con el uso de este anticuerpo obtuvimos un indice de
positividad del 83,8%, resultados algo inferiores a los
apuntados por otros autores en el cancer de pulmén®’.

Coincidiendo con los datos registrados en la biblio-
grafia”®, el indice de PCNA fue diferente segin el tipo
histolégico. Los carcinomas epidermoide e indiferencia-
do de célula grande mostraron un indice de PCNA supe-
rior al adenocarcinoma de pulmén; siendo el epidermoi-
de el tipo histolégico que predominé entre los tumores
con mayores indices de PCNA. Estos resultados se con-
firmaron al valorar la capacidad proliferativa de nuestros
tumores mediante el indice de mitosis. Ambos tipos his-
toldgicos (carcinomas epidermoide e indiferenciado de
célula grande) mostraron un indice de mitosis superior
con una relacién estadisticamente significativa; apre-
cidndose una correlacién lineal entre el indice de PCNA
y el de mitosis.

En cuanto al pronéstico, el indice de PCNA no fue
concluyente en nuestro estudio, no observamos relacién
con el estadio clinico ni con la supervivencia. Los tu-
mores en estadio I mostraron un indice de PCNA de
46,8 + 26,1 frente a un 34,6 + 10 para los tumores en
estadio III-b de la enfermedad. Los enfermos con tumo-
res con {ndices de PCNA entre 50-75% fueron los que
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Fig. 6. Curva de Kaplan-Meier. Localizacion con tincién p185.

mostraron las supervivencias mds prolongadas. Estos
resultados coinciden parcialmente con los obtenidos por
otros autores en la bibliografia. Asi Fontanini®, en el es-
tudio de 40 carcinoma no microciticos de pulmén, no
encuentra correlacién entre el indice de PCNA y el tu-
mor no microcitico, sin embargo sefiala que el indice de
expresion del PCNA junto al estadio, el tamafio tumo-
ral, la infiltracién vascular y el recuento de mitosis fue-
ron las variables capaces de predecir la supervivencia.

Ishida et al?, utilizando 2 marcadores de la actividad
proliferativa (PCNA y AgNORS), sefialan un indice de
supervivencia a los 5 afios inferior en los enfermos que
presentan indices elevados de PCNA y AgNORS.

Junto al indice de PCNA, hemos realizado un estudio
de la proteina del oncogén c-erb-B-2 valorando su sig-
nificado pronéstico.

Con el empleo del anticuerpo m-Ab-3%, obtuvimos
un indice de positividad del 77,9% (46/59), siendo el
adenocarcinoma de pulmoén el tipo histoldgico con el in-
dice mas elevado (95,2%). Estos resultados son seme-
jantes a los registrados por Shi et al?®, quienes obtienen
un 88,5% de positividad en estos tumores; superando a
los indices obtenidos por Kern y Tateishi®* con el em-
pleo de anticuerpos policlonales.

Al igual que apunta Shi®, consideramos que supues-
tamente el uso de anticuerpos monoclonales permite la
obtencién de resultados mas sensibles.

La expresion de p185 ha sido considerada por algu-
nos autores como un marcador diferencial de los adeno-
carcinomas de pulmén®*. Estos expresan de forma
constante altos niveles de pl85, independientemente del
estadio tumoral, lo que ha sido confirmado en nuestro
estudio. El adenocarcinoma de pulmdn con mayor fre-
cuencia expresé pl85 > 10%, con una relacion estadis-
ticamente significativa.

En el estudio de la supervivencia, la expresion de
pl185 no mostré caracter pronodstico; aunque los enfer-
mos con tumores que mostraban expresion de p185 in-
ferior al 10% fueron los que presentaron las superviven-
cias mds prolongadas.

Por tltimo, hemos de destacar el resultado obtenido
en el estudio de la supervivencia en relacién con la lo-
calizacidn celular inmunohistoquimica de la p18S5. Este
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factor, que anteriormente no ha sido estudiado como va-
riable prondstica en el cdncer de pulmén de células no
pequeiias, mostré en nuestro estudio una relacién esta-
disticamente significativa con la supervivencia. Los tu-
mores que expresaban p185 localizada en la membrana
celular mostraron supervivencias mdas prolongadas.
Consideramos que estos resultados pueden encontrarse
en relacion con los diferentes mecanismos que regulan
la expresién y la localizacion celular de la pl185 en el
céncer de pulmén?',

En resumen, seglin nuestros resultados, podemos
considerar que el antigeno nuclear de proliferacién ce-
lular es un buen marcador de la actividad proliferativa
tumoral pero su cardcter prondstico no se evidencia en
nuestro estudio. En cuanto a la p1835, esta proteina se ha
comportado como marcador fenotipico del adenocarci-
noma de pulmoén y los niveles elevados de expresion se
acompaiian de cortas supervivencias.

En el estudio de la supervivencia, la expresién de
p185 localizada en la membrana citoplasmadtica tumoral
junto al tipo histoldgico, los estadios N y general, han
sido las variables que han mostrado carcter prondstico;
aunque serfa interesante confirmar estos resultados en
un estudio de multivariables.
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