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Resumen

Introduccion. La reduccion de la acumulacion intra-
celular de los farmacos es uno de los mecanismos
mas frecuentes de resistencia a los antineoplasicos.
Las proteinas transportadoras de membrana desem-
pefian un papel esencial en este fenomeno.

Material y método. Se recogieron 147 muestras tu-
morales procedentes de 143 pacientes. De éstas,
35 eran broncoscopicas y 112 quirrgicas. Resultaron
validas para el estudio 101 muestras correspondientes
a 99 pacientes. Las muestras tumorales criocongela-
das fueron sometidas a analisis inmunohistoquimico
para la deteccion de las tres proteinas relacionadas
con resistencia a multiples farmacos (MDR-proteinas),
Pgp, Mrp1y Lrp.

Resultados. No expresaban ninguna proteina, 16
casos. Expresaban una sola proteina, 32 casos:
3 Pgp, 11 Mrp1 y 18 Lrp = 0. Expresaban dos protei-
nas, 34 casos: 24 Pgp y Lrp, 5 Mrp1 y Pgp, 5 Mrp1 y
Lrp = 0. Expresaban las tres proteinas, 17 casos. No
hemos detectado relacion significativa entre la edad
y la expresion de Pgp (p = 0,74), Mrp1 (p = 0,95) o Lrp
(p = 0,26). No detectamos diferencias significativas
entre sexos, tanto al analizar por el numero (p = 0,72),
como por el tipo (p = 0,39) de proteinas expresadas
de forma simultdnea. Tampoco detectamos diferen-
cias significativas entre los distintos estadios tumo-
rales, tanto para el numero (p = 0,55) como para el
tipo (p = 0,21) de MDR-proteinas expresada. Tampoco
detectamos diferencias significativas entre los diver-
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sos grados histolégicos, tanto para el numero (p =
0,59) como para el tipo (p = 0,51) de MDR-proteinas
expresadas simultaneamente.

La tendencia de Pgp y Lrp a expresarse asociadas
ha resultado muy significativa (p < 0,01), pero no ocu-
rrié lo mismo para la asociacion Pgp y Mrp1 (p = 0,18)
o Mrp1y Lrp (p = 0,26).

Conclusiones. El cancer de pulmén expresa con
frecuencia MDR-proteinas. De las tres MDR-proteinas
estudiadas, Pgp Mrp1 y Lrp, esta ultima es la que se
expresa con mas frecuencia. Los adenocarcinomas
expresan menos Mrp1 que el resto de los tipos histo-
Iégicos. Los carcinomas escamosos expresan menos
Lrp que los adenocarcinomas y los carcinomas indi-
ferenciados de célula grande. Una proporcion impor-
tante de pacientes expresa de forma simultanea mas
de una MDR-proteina. Los carcinomas escamosos
son los que con mas frecuencia expresan Pgp, Mrp1
y Lrp de forma simultanea. Pgp se expresa funda-
mentalmente asociada a Lrp.

Palabras clave: MDR-proteinas. Cancer. Pulmén.

EXPRESSION OF MULTIPLE-DRUG RESISTANT
PROTEINS IN LUNG CANCER

Background. Reduction of intracellular drug accu-
mulation plays an important role in resistance to che-
motherapy in neoplasms. MDR-proteins regulate this
cell activity.

Material and method. A total of 147 tumor samples
were collected from 143 patients. Thirty-five samples
were obtained by bronchoscopy and 112 were surgical
specimens. One hundred and one samples from 99 pa-
tients were valid for the study. The samples underwent
cryopreservation and immunohistochemistry for de-
tection of three multiple-drug resistant proteins (MDR-
proteins): Pgp, Mrp1 and Lrp.
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Results. No proteins were expressed in 16 patients.
A single protein was expressed in 32 patients: 3 Pgp,
11 Mrp1 and 18 Lrp=0. Two proteins were expressed
in 34 patients: 24 Pgp and Lrp, 5 Mrp1 and Pgp, 5
Mrp1 and Lrp=0. All three proteins were expressed in
17 patients. No differences were observed in expres-
sion according to age (Pgp [p=0.74], Mrp1 [p=0.95],
Lrp [p=0.26]). No differences were found according to
sex, when both the number (p=0.72) and type (p=0.39)
of simultaneously expressed proteins were analyzed.
No differences were observed according to tumoral
stage [number (p=0.55), type (p=0.21)] or histological
grade [number (p=0.59), type (p=0.51)]. The tendency
toward simultaneous expression of Pgp and Lrp was
highly significant (p<0.01). The same tendency was
not observed in the association between Mrp1 and
Lrp (p=0.26).

Conclusions. MDR-proteins are frequently expres-
sed in lung cancer. Of the three MDR-proteins stu-
died, Lrp was the most frequent. Adenocarcinoma ex-
pressed less Mrp1 than other histological types.
Squamous carcinoma expressed less Lrp than ade-
nocarcinomas and large-cell undifferentiated carcino-
mas. In a considerable number of patients, more than
two proteins were expressed simultaneously. Squa-
mous-cell carcinomas tended to express Pgp, Mrp1
and Lrp simultaneously. Pgp was usually expressed
in association with Lrp.

Key words: MDR-proteins. Cancer. Lung.

Introduccidén

Hay variadas lineas de investigacion sobre el céancer.
Muchas de ellas se basan en la busqueda de nuevos trata-
mientos. Otras, no menos importantes, intentan averiguar
por qué, a diferencia de bastantes tumores hematolégicos
como las leucemias y los linfomas, la mayoria de los tumo-
res sélidos no pueden ser curados con quimioterapia.

Sin duda, las causas de que una célula tumoral sea re-
sistente a la quimioterapia son muchas y de variada na-
turaleza. El motivo del presente trabajo es el estudio de
una de estas posibles causas, en concreto, el de la ex-
presion de proteinas relacionadas con la resistencia a
multiples farmacos en pacientes con cancer de pulmoén.

La resistencia a la quimioterapia, independientemente
de los mecanismos que la produzcan, puede ser innata o
adquirida. La resistencia innata seria la que presenta un
tumor sin contacto previo con los farmacos, mientras que
la adquirida seria la que aparece tras el contacto con uno
o varios de ellos'. Hay dos caracteristicas tumorales que
parecen determinar la resistencia a la quimioterapia: la
cinética de crecimiento? y, en estrecha relacién con ésta,
la aparicién de mutaciones espontaneas?.

Muchos tumores, incluidos los de pulmén, al ser trata-
dos con quimioterapia siguen aparentemente las reglas
enunciadas por Skipper et al* y Goldie y Goldman3. La
mayor parte de los pacientes con cancer de pulmén no
de célula pequeha no responde al tratamiento quimiote-
rapico desde el principio®, es decir, presenta resistencia
intrinseca o innata.
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No hay una definicion claramente establecida sobre lo
que se considera un tumor “resistente” a nivel clinico. Al-
gunos autores® consideran apropiado emplear criterios de
valoracién de respuesta a la quimioterapia, como los de la
OMS?, y clasifican como sensibles a los tumores con res-
puesta completa, y resistentes o parcialmente resistentes
a los demas. Dado que, hasta el momento, no se ha iden-
tificado ningun mecanismo que por si solo confiera resis-
tencia a todos los farmacos conocidos', es muy probable
que esta resistencia sea de causa multifactorial.

Clasificar las multiples causas que pueden originar resis-
tencia a la quimioterapia es dificil'#8. El objetivo principal
del tratamiento quimioterapico es conseguir la muerte de la
célula tumoral. Para ello es necesario conseguir que la ma-
yor cantidad de farmaco activo posible llegue a su diana
molecular, en el interior de la célula. Cualquier circunstan-
cia que se interponga o dificulte este objetivo puede ser
causa de resistencia. Tomando como base la publicacion
de Lehnert en 1996*, podriamos clasificar los factores cau-
santes de resistencia en extracelulares e intracelulares®.

La reduccién de la acumulacién intracelular de los far-
macos es uno de los mecanismos mas frecuentes de re-
sistencia a los antineoplasicos. Esto puede producirse
por su expulsion a través de la membrana celular'®'3, por
secuestro en las vesiculas citoplasmaticas®, por variacio-
nes en el transporte entre el ndcleo y el citoplasma o por
alteracion en el metabolismo intracelular del farmaco’.

Las alteraciones de la topoisomerasa Il son un ejemplo
de cdmo una variacién en la diana molecular de los far-
macos puede ser causante de resistencia a multiples far-
macos. La resistencia ligada a estas enzimas ha sido
ampliamente estudiada de manera experimental’-'>1®,

La célula tumoral puede defenderse de los efectos de
la quimioterapia, incluso después de que el medicamento
haya alcanzado su objetivo y causado un dafio importan-
te*. Dos alteraciones celulares destacan a este nivel, un
aumento en la capacidad de reparacion del ADN™ vy, lo
que parece mas importante, el fallo en la muerte celular
programada o apoptosis®.

La historia de las proteinas causantes de resistencia a
multiples farmacos o MDR-proteinas se inicia en 1973,
con el descubrimiento por Keld Dano'® de la expulsion
activa de daunomicina en células tumorales resistentes.
Pgp es una glucoproteina de membrana con un peso
molecular de 170 kD; por este motivo se la llama tam-
bién proteina P-170'"". Pgp actia como una bomba de
expulsion ATP-dependiente, reduciendo la acumulacién
intracelular de varias sustancias. Mrp es en realidad una
familia de varios transportadores celulares. Las Mrp se
localizan en la membrana plasmatica formando parte,
como la Pgp, de los transportadores ABC, pero también
en el reticulo endoplasmatico, de lo que se infiere que
puedan actuar tanto en la expulsién de farmacos fuera
de la célula como en el secuestro intracelular de estas
en vesiculas citoplasmaticas'®'8. Las Mrp son capaces
de transportar aniones organicos y farmacos neutros,
conjugados o no, con sustancias como el glutation, los
glucuronatos y los sulfatos. Se cree que algunos siste-
mas de expulsion de conjugados de glutation (GS-X
pumps) pueden ser proteinas de la familia Mrp'®. Este es
el caso de los “GS-X pumas” que expulsan metotrexato
(anién orgénico), los cuales se han relacionado con
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Mrp1, Mrp2, Mrp3 Mrp4, Mrp5, Mrp62. Por este mismo
sistema, también podrian estar relacionadas con la ex-
pulsion de toxinas naturales, sales de metales pesados
como el arsénico y con la resistencia a pequefias molé-
culas como el cisplatino>?'. Lrp es una proteina de 110
kD descubierta a partir de una linea celular de cancer de
pulmén con MDR no ligada a Pgp®. El gen que la codifi-
ca se localiza en el cromosoma 16, cercano al de Mrp.
Se la conoce también como MVP (major vault protein)
porque constituye el componente proteinico mayor de
unas organelas celulares llamadas vaults®*. Los vaults,
de descripcion relativamente reciente®, son ribonucleo-
proteinas con una compleja estructura en forma de ba-
rril. Los vaults tienen una composicién y una estructura
casi idénticas en especies filogenéticamente tan aleja-
das como las amebas y los humanos, lo que parece indi-
car que su funcién es esencial para las células eucariotas.

Obijetivos
Los objetivos del presente trabajo son los siguientes:

1. Determinar mediante estudio inmunohistoquimico la
expresion de las proteinas Pgp, Mrp1 y Lrp (MDR-protei-
nas) en muestras tumorales de pacientes afectados de
cancer de pulmon.

2. Determinar la relacién entre la expresion individual
de cada MDR-proteinas y las siguientes variables clinico-
patoldgicas: edad, sexo, tipo histoldgico, grado histoldgi-
co, estadio tumoral, supervivencia y respuesta al trata-
miento quimioterapico.

Material y métodos

El presente estudio se ha realizado en muestras de tejido tumoral de
pacientes diagnosticados y/o tratados de cancer de pulmoén en el Hos-
pital Donostia de San Sebastian entre abril de 1995 y junio de 1997.

Obtencion y conservacion de muestras

1. Muestras quirlrgicas: durante el acto quirdrgico se tomaban dos
muestras de la zona tumoral que se introducian en criotubos y se alma-
cenaban en una cubeta portatil de nitrégeno liquido hasta su procesa-
miento.

2. Muestras broncoscopicas: se tomaba una muestra que era tratada
del mismo modo que las piezas quirdrgicas.

Se recogieron 147 muestras tumorales procedentes de 143 pacien-
tes. De éstas, 35 eran broncoscépicas y 112 quirdrgicas. Resultaron
validas para el estudio 101 muestras correspondientes a 99 pacientes
(tabla1). En 2 pacientes se dispuso de una muestra broncoscdpica y
una quirdrgica, optandose por procesar unicamente la quirtrgica. Por
ultimo, el estudio se realizé en 99 muestras de 99 pacientes, 6 de
ellas broncoscépicas (que mostaron material suficiente para el estu-
dio; ademas, luego no fueron intervenidos por ser 3 de ellos T3N1M1
y otros 3 resultaban inoperables por su condicién general) y 93 quirdr-
gicas (tabla 2).

Estudio inmunohistoquimico de las muestras tumorales

Las muestras tumorales criocongeladas fueron sometidas a andlisis
inmunohistoquimico para la deteccién de las 3 MDR-proteinas, Pgp,

48  Cir Esp. 2006;79(1):46-56

Mrp1 y Lrp. Para ello se utilizd la técnica comercial de estreptavidina-
biotina (LSAB de Dako), junto con anticuerpos monoclonales no comer-
ciales procedentes de un laboratorio de investigacion universitario (Uni-
versidad Libre de Amsterdam).

Reactivos utilizados

Anticuerpos monoclonales:

— MRPr1 reconoce la proteina Mrp1.

— MRPm6 reconoce la proteina Mrp1.

— LRP-56 reconoce la proteina Lrp.

—JSB-1 reconoce la proteina Pgp.

— Sistema de visualizacion LSAB y kits de diamonobenzidina (Dako).
— Acetona.

— Suero bovino.

— PBS (tampén fosfato salino).

Descripcion de los anticuerpos monoclonales (AcMo)

1. AcMo MRPr1: IgG isotipo 2a de rata, obtenido a partir de una
proteina de fusion bacteriana de Mrp1 que contenia un segmento de
168 amino&cidos en la mitad aminoproximal de la proteina. Se pro-
duce a partir de células hibridas resultantes de la fusion entre célu-
las linfaticas de rata inmunizada y células SP2/0 de mieloma de ra-
ton.

2. MRPr1 reacciona con epitopo de Mrp1. No presenta reaccién cru-
zada con los productos de los genes humanos MDR1y MDRS3.

TABLA 1. Distribucién de los 99 pacientes con respecto
a las variables clinicopatoldgicas

Variables Numero
Edad Media 64 afios (rango, 36-83)
Sexo
Varones 85
Mujeres 14
Estadio
I (la14,1b 31) 45
Il (lla 0, Ilb 23) 23
I (Illa 15, b 7) 22
\% 9
Histologia
NSCLC 93
Carcinomas escamosos 49 (47 varones, 2 mujeres)
Adenocarcinomas 7 (28 varones, 9 mujeres)
Indiferenciados célula grande 7 (6 varones, 1 mujer)
NSCLC 3 (3 varones, 0 mujeres)
Otros 3 (1 varén?, 2 mujeres®)
Grado histolégico
Bien diferenciados 20
Moderadamente diferenciados 35
Pobremente diferenciados 43
Desconocido 1

“Carcinoma con diferenciacion neuroendocrina, tumor carcinoide.
°Carcinoma sin especificar.

TABLA 2. Procedencia y validez para el estudio de las 147
muestras recogidas

Procedencia Totales Vilidas No validas
Quiréfano 112 93 19
Broncoscopia 35 8 27
Total 147 1012 46

3Las 101 muestras validas pertenecian a 99 pacientes (2 pacientes tenian muestra qui-
rirgica y broncoscépica).
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3. AcMo MRPm6: IgG isotipo 1 de raton, obtenido a partir de una
proteina de fusién bacteriana de Mrp1 que contenia un segmento de
170 aminodcidos en el extremo carboxiterminal y parte del dominio de
unién carboxiproximal de la proteina. MRPm6 reacciona con un epitopo
interno de Mrp1. Se produce a partir de células hibridas resultantes de
la fusién entre células linfaticas de ratén inmunizado y células SP2/0
de mieloma de ratén. No presenta reaccion cruzada con los productos
de los genes humanos MDR1y MDRS3.

4. AcMo LRP-56: IgG isotipo 2b. Reacciona con un epitopo interno
de Lrp. Se produce a partir de células hibridas resultantes de la fusién
entre células linfaticas de ratdn inmunizado y células SP2/O de mielo-
ma de raton.

5. AcMo JSB1: 1gG isotipo 1. Reacciona con un epitopo citoplasmati-
co de Pgp. Se produce a partir de células hibridas resultantes de la fu-
sién entre células linfaticas de ratén inmunizado y células SP2/0 de
mieloma de ratén.

Descripcion de la técnica

1. De cada muestra tumoral crioalmacenada se realizan en el crios-
tato 5 cortes de 4? (C-1, C-2, C-3, C-4 y control negativo) que se dejan
secar a temperatura ambiente.

2. Se sumergen durante 15 min en acetona y se dejan secar.

3. Incubacidn en suero bovino durante 15 min.

4. Incubacién directa con el anticuerpo monoclonal correspondiente
durante 1 h, diluido en suero bovino y PBS a partes iguales, con cada
uno de los cortes, a excepcion del corte control negativo.

5. Lavado en PBS.

6. Avidina durante 30 min.

7. Lavado en PBS.

8. Streptavidina durante 30 min.

9. Lavado en PBS.

10. Incubacion DAB durante 7 min.

11. Lavado PBS.

12. Contrastar con hematoxilina de Harrys durante 1 min.

13. Lavado en agua.

14. Virar en agua amoniacal.

15. Deshidratar y montar.

Todas las incubaciones se realizaron en cdmara humeda y a tempe-
ratura ambiente.

Se empled tejido normal de colon como control positivo, el cual pre-
senta alta expresion de estas proteinas. El quinto corte histolégico de
cada muestra tumoral se utilizé6 como control negativo y fue sometido a
todo el proceso técnico a excepcion de la incubacién con el anticuerpo
primario (cuarto paso). Como control negativo se utilizé un antisuero
inespecifico tipo 1gG de raton.

Variables del estudio

Variable dependiente: expresion de MDR-proteinas

Se cuantificd la proporcion de células que reaccionaban con el
AcMo. Se consideré como positiva cuando un 10% o mas de las células
de la preparacion expresaba la proteina. El estudio de la expresion de
MDR-proteinas y su relacion con las diferentes variables clinicopatolégi-
cas se realiz6 de dos formas:

1. Individual o independiente: analizamos la expresién de cada prote-
ina por separado, sin tener en cuenta si se expresaba sola o asociada
con las otras.

2. Simultaneo: analizamos la expresién conjunta de MDR-proteinas
en los pacientes desde diferentes puntos de vista:

— Expresion positiva fente a expresién negativa: con independencia
del nimero o el tipo de proteina expresada.

— Numero de proteinas expresadas simultaneamente con indepen-
dencia del tipo: ninguna, 1,2 0 3.

— Numero y tipo de MDR-proteinas expresadas simultdneamente:
ninguna, Pgp, Mrp1, Lrp, Pgp + Lrp, Mrp1 + Pgp, Mrp1 + Lrp, y las 3 a
la vez.
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Variables independientes

Las variables independientes consideradas en el estudio fueron la
edad y el sexo.

Tipo histoldgico. Las muestras fueron clasificadas mediante examen
en microscopio dptico tras tincién con hematoxilina y eosina (HE), si-
guiendo los criterios de la OMS (Ref) en los siguintes tipos histoldgicos:
carcinomas escamosos, adenocarcinomas, carcinomas indiferenciados
de célula grande, carcinomas indiferenciados de célula pequefa y
otros.

Grado de diferenciacion histoldgica. Se determind el grado histo-
l6gico de las muestras por tincién con HE y examen al microscopio
optico. Fue la zona mas indiferenciada de la muestra la que marcé
el grado, que fue clasificado en uno de los siguientes grupos: bien
diferenciado, moderadamente diferenciado, pobremente diferencia-
do.

Estadio tumoral. Se estableci6 por el sistema TNM, segun la clasifi-
cacion de la UICC 1997 (Ref). Se utilizé el estadio clinico en aquellos
casos no tratados quirtrgicamente y el estadio patolégico en los que si
lo fueron.

Variables clinicopatoldgicas (variables
independientes)

Examen anatomopatoldgico. A partir del estudio histoquimico de las
muestras criocongeladas, mediante examen en microscopio 6ptico tras
tincién con HE, se comprobd la presencia de tumor y se determinaron
las siguientes variables: tipo histolégico y grado de diferenciacion histo-
l6gica.

Revision de historiales clinicos. De los historiales clinicos de los
pacientes se recogieron los datos correspondientes a las siguientes
variables: edad, sexo, estadio tumoral, intervalo libre de enfermedad,
supervivencia y respuesta al tratamiento quimioterdpico. Para con-
cretar los tres Ultimos se realizaron revisiones periddicas, la dltima
en marzo de 2004. Para determinar la supervivencia fue necesario el
contacto telefonico en varios casos y en otros se consulto el registro
de mortalidad del Pais Vasco, aunque no se incluyé en el presente
trabajo.

Resultados
Variables clinicopatoldgicas

La edad media de los 99 pacientes fue de 64 + 10,2
anos. La serie se compone de 85 varones y 14 mujeres,
con una media de edad de 64 + 9,7 afios para los varo-
nes y de 61 + 13 afos para las mujeres. Presentaban tu-
mores con histologia no célula pequefa, 93 pacientes
(49 carcinomas escamosos, 37 adenocarcinomas y 7
carcinomas indiferenciados de célula grande), 3 carcino-
mas indiferenciados de célula pequefia y 3 con otras his-
tologias (1 carcinoma con diferenciacion neuroendocri-
na, 1 carcinoma sin mas especificacion y 1 tumor
carcinoide). Con respecto al grado de diferenciacion his-
toldgica, en 20 casos fue bien diferenciado, en 35 mode-
radamente diferenciado, en 43 pobremente diferenciado,
y en 1 paciente no pudo especificarse el grado. Por esta-
dios, los 99 pacientes se agruparon de la siguiente for-
ma: estadio |, 45 casos (la 14, b 31); estadio Il, 23 ca-
sos (1A 0, 11B 23); estadio Ill, 22 casos (IlIA 15, llIB 7), y
estadio |V, 9 casos.
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Expresion de MDR-proteinas

En el andlisis de la expresién independiente de cada
MDR-proteina, los resultados fueron los siguientes (figs.

1y2):

— Pgp: sin expresién 50 pacientes (50,5%); con expre-
sion 49 pacientes (49,5%).

— Mrp1: sin expresion 61 pacientes (61,6%), con expre-
sion 38 pacientes (38,4%).

— Lrp: sin expresion 35 pacientes (35,4%), con expre-
sion 64 pacientes (64,6%).

Con respecto a Mrp1, 30 de los 38 pacientes que la ex-
presaban presentaron positividad para los dos anticuer-
pos monoclonales empleados, mientras que 8 (4 para
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Fig. 2. Valores medios de MDR-proteinas y edad.

TABLA 3. Numero y tipo de Mdr-proteinas expresadas
simultdaneamente

Expresion simultanea
de MDR-proteinas

N.° de
N.° Tipo de MDR- pacientes
proteinas

Expresion negativa 16

Expresion positiva 1 Pgp 3 83
Mrp1 11
Lrp 18
Total 32
2 Pgp + Lrp 24
Mrp1 + Pgp 5
Mrp1 + Lrp 5
Total 34
3 Pgp + Mrp1 +Lrp 17
Total pacientes 99

p<0,01.

cada AcMo) fueron positivos sélo a uno de ellos. Un total
de 83 de los 99 pacientes expresaba alguna MDR-protei-
na y 16 no expresaba ninguna. La distribucién fue la si-
guiente:

— Sin expresion de proteinas: no expresaban ninguna
proteina, 16 casos.

— Expresidn de 1 proteina: expresaban una sola protei-
na, 32 casos: 3 Pgp, 11 Mrp1y 18 Lrp = 0.

— Expresion de 2 proteinas: expresaban 2 proteinas,
34 casos: 24 Pgp y Lrp, 5 Mrp1y Pgp, 5 Mrp1 y Lrp=0.

— Expresion de las 3 proteinas: expresaban las tres
proteinas, 17 casos (tabla 3).

Expresion de MDR-proteinas y su relacion
con las variables clinicopatoldgicas

Edad

En el andlisis de la expresion independiente de cada
MDR-proteina, con respecto a la edad, los resultados
fueron los siguientes (fig. 3):
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— Pgp: la media de edad de los pacientes con expre-
sion de Pgp fue de 63,7 + 10,5 afos (rango, 43-83) y la
de los pacientes sin expresion de 64,4 a 78 + 10 afios
(rango, 36 a 78 + 10).

— Mrp1: la media de edad de los pacientes con expre-
sion de Mrp1 fue de 64 + 10,6 afios (rango, 43-79) y la de
los pacientes sin expresion de 64,1 + 10 (rango, 36-83).

— Lrp: la media de edad de los pacientes con expresion
de Lrp fue de 64,9 + 10,2 afios (rango, 43-83) y la de los
pacientes sin expresion de 62,5 + 10,2 (rango, 36-78).

No hemos detectado relacién significativa entre la edad
y la expresién de Pgp (p = 0,74), Mrp1 (p = 0,95) o Lrp
(p =0,26).

Sexo

En el andlisis de la expresion independiente de cada
MDR-proteina con respecto al sexo, los resultados fueron
los siguientes (fig. 4):

— Pgp: expresaban Pgp 5 (35,7%) de las 14 mujeres y
44 (51,8%) de los 85 varones.

— Mrp1: expresaban Mrp1 2 (14,3%) de las 14 mujeres
y 36 (42,4%) de los 85 varones.

— Lrp: expresaban Lrp 11 (78,6%) de las 14 mujeres y
53 (62,4%) de los 85 varones.

Hemos encontrado diferencias significativas entre los
dos sexos en la expresion individual de Mrp1 (p = 0,045),
pero no de Pgp (p = 0,26) o Ltp (p = 0,24).

Al estudiar la expresion simultdnea de MDR-proteinas,
los resultados fueron los siguientes:

— Sin expresion de proteinas: no expresaban ninguna
proteina 3 (21,4%) de las 14 mujeres y 13 (15,3%) de los
85 varones.

— Expresiéon de 1 proteina: de las 14 mujeres, 5
(35,7%) expresaban sélo 1 proteina, Lrp = 0. De los 85
varones, 27 (31,8%) expresaban 1 proteina: 3 Pgp, 11
Mrp1y 13 Lrp=0.

— Expresion de 2 proteinas: de las 14 mujeres, 5
(35,7%) expresaban 2 proteinas: 4 Pgp y Lrp, 1 Mrp1 y
Lrp = 0. De los 85 varones, 29 (34,1%) expresaban 2 pro-
teinas: 20 Pgp y Lrp, 5 Mrp1y Pgp, 4 Mrp1y Lrp = 0.

— Expresion de las 3 proteinas: de las 14 mujeres, 1
(7,1%) expresaba las 3 proteinas. De los 85 varones, las
expresaban 16 (18,8%).

78,6
80 O Mujeres

704 E Varones

60

51,8

Pgp Mrp1 Lrp

Fig. 4. Porcentaje de expresion de cada MDR-proteina en relacion
con el sexo. Diferencias significativas para Mpr1 (p = 0,045).

No detectamos diferencias significativas entre sexos,
tanto al analizar por el nimero (p = 0,72) como por el tipo
(p = 0,39) de proteinas expresadas de forma simultanea.

Histologia

En el andlisis de la expresion independiente de cada
MDR-proteina con respecto a la histologia, los resultados
fueron los siguientes (tablas 4 y 5):

— Pgp: de los 49 carcinomas escamosos, expresaban
Pgp 26 (53,1%), de los 37 adenocarcinomas lo hacian 20
(54,1%), de los 7 carcinomas indiferenciados de célula
grande, 3 (42,9%), de los 3 carcinomas indiferenciados
de célula pequefia, ninguno (0%) y de los 3 casos con
otras histologias, ninguno (0%).

— Mrp1: de los 49 carcinomas escamosos, expresaban
Mrp1 31 (63,3%), de los 37 adenocarcinomas lo hacian 2
(5,4%), de los 7 carcinomas indiferenciados de célula
grande, 3 (42,9%), de los 3 carcinomas indiferenciados
de célula pequefa, 1 (33,3%) y de los 3 casos con otras
histologias, 1, el caso definido como carcinoma sin mas
especificacion (33,3%).

— Lrp: de los 49 carcinomas escamosos, expresaban
Lrp 29 (59,2%), de los 37 adenocarcinomas lo hacian 29
(78,4%), de los 7 carcinomas indiferenciados de célula
grande 6 (85,7%), de los 3 carcinomas indiferenciados de

TABLA 4. Porcentaje de expresion de cada MDR-proteina en relacién con la histologia®

Pgp Mrp1 Lrp
Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo
% Subtabla % Subtabla % Subtabla % Subtabla % Subtabla % Subtabla
Histologia
Escamosos 46,9 53,1 36,7 63,3 40,8 59,2
Adenocarcinomas 45,9 54,1 94,6 5,4 21,6 78,4
Célula grande 57,1 42,9 57,1 42,9 14,3 85,7
Scle 100,0 66,7 33,3 100,0
Otros 100,0 66,7 33,3 100,0

aDiferencias significativas para Mrp1 (p = 0,02) y Lrp (p = 0,003).
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TABLA 5. Numero de MDR-proteinas expresadas simultaneamente en relacion con la histologia

) ) Histologia
Tipo y nimero de MDR-proteinas Total
Escamoso Adenocarcinoma Célula grande Sclc Otros

Ninguna 5 7 0 2 2 16

1 Pgp 2 1 0 0 0 3
Mrp1 8 0 1 1 1 11
Lrp 6 10 2 0 0 18
Total 16 11 3 1 1 32

2 Pgp + Lrp 5 17 2 0 0 24
Mrp1 + Pgp 5 0 0 0 0 5
Mrp1 + Lrp 4 0 1 0 0 5
Total 14 17 3 0 0 34

3 Pgp + Mrp1 + Lrp 14 2 1 0 0 17

Total 49 37 7 3 3 99

p =0,002.

célula pequefia ninguno (0%) y de los 3 casos con otras
histologias ninguno (0%).

Hemos encontrado diferencias significativas entre los
diferentes tipos histoldgicos con respecto a la expresion
individual de Mrp1 (p = 0,000) o Lrp (p = 0,003), pero no
de Pgp (p = 0,16).

Al estudiar la expresion simultdnea de MDR-proteinas,
encontramos que expresaban alguna proteina el 100%
(7/7) de los carcinomas indiferenciados de célula grande,
el 90% (44/49) de los carcinomas escamosos, el 81%
(31/37) de los adenocarcinomas, 1 de los 3 carcinomas
indiferenciados de célula pequefa y el caso del carcino-
ma sin mas especificacion; la distribucion fue la siguiente:

— Sin expresién de proteinas: de los 49 carcinomas esca-
mos0s, No expresaban ninguna proteina 5 (10,2%), de los
37 adenocarcinomas 7 (18,9%), de los 7 carcinomas indife-
renciados de célula grande ninguno (0%), de los 3 carcino-
mas indiferenciados de célula pequefia 2 (66,6%) y de los
3 casos con otras histologias 2, el carcinoma con diferen-
ciacion neuroendocrina y el tumor carcinoide (66,6%).

— Expresion de 1 sola proteina: de los 49 carcinomas es-
camosos expresaban una sola proteina 16 (32,7%): 2 Pgp,
8 Mrp1, 6 Lrp = 0. De los 37 adenocarcinomas 11 (29,7%):
1 Pgp, 10 Lrp = 0. De los 7 carcinomas indiferenciados de
célula grande 3 (42,9%): 1 Mrp1, 2 Lrp = 0. De los 3 carci-
nomas indiferenciados de célula pequefa 1 (33,3%): Mrp1.
De los 3 casos con otras histologias 1, el caso definido
como carcinoma sin mas especificacion (33,3%): Mrp1.

— Expresion de 2 proteinas: de los 49 carcinomas es-
camosos expresaban dos proteinas 14 (28,6%): 5 Pgp y
Lrp, 5 Mrp1y Pgp, 4 Mrp1y Lrp = 0. De los 37 adenocar-
cinomas 17 (45,9%): 17 Pgp y Lrp = 0. De los 7 carcino-
mas indiferenciados de célula grande 3 (42,9%): 2 Pgp y
Lrp, 1 Mrp1 y Lrp = 0. De los 3 carcinomas indiferencia-
dos de célula pequefa ninguno (0%). De los 3 casos con
otras histologias ninguno (0%).

— Expresion de las 3 proteinas: de los 49 carcinomas
escamosos expresaban las 3 proteinas 14 (28,6%). De
los 37 adenocarcinomas 2 (5,4%). De los 7 carcinomas
indiferenciados de célula grande 1 (14,3%). De los 3
carcinomas indiferenciados de célula pequefia ninguno
(0%). De los 3 casos con otras histologias ninguno
(0%).

52 Cir Esp. 2006;79(1):46-56

Al realizar el andlisis de la expresion simultanea de
MDR-proteinas también detectamos diferencias significa-
tivas entre los diferentes tipos histolégicos, tanto para el
numero (p = 0,02) como para el tipo (p = 0,002) de MDR-
proteinas expresadas simultaneamente.

Grado de diferenciacion

En el andlisis de la expresion independiente de cada
MDR-proteina con respecto al grado de diferenciacion,
los resultados fueron los siguientes:

— Pgp: de de los 20 tumores bien diferenciados expre-
saban Pgp 13 (65%), de los 35 moderadamente diferen-
ciados 16 (45,7%), y de los 43 pobremente diferenciados
20 (46,5%).

—Mrp1: de de los 20 tumores bien diferenciados expre-
saban Mrp1 10 (50%), de los 35 moderadamente diferen-
ciados 11 (31,4%) y de los 43 pobremente diferenciados
16 (37,2%).

— Lrp: de los 20 tumores bien diferenciados expresaban
Lrp 14 (70%), de los 35 moderadamente diferenciados 25
(71,4%), y de los 43 pobremente diferenciados 25 (58,1%).

No hemos encontrado diferencias significativas entre
los diferentes grados histolégicos con respecto a la ex-
presion individual de Pgp (p = 0,35), Mrp1 (p = 0,32), 0
Lrp (p = 0,31).

En el andlisis de la expresion simultanea de MDR-pro-
teinas, encontramos que expresaban alguna de éstas el
90% (18/20) de los tumores bien diferenciados, el 82,9%
(29/35) de los moderadamente diferenciados, y el 81,4%
(35/43) de los pobremente diferenciados; la distribucién
fue la siguiente:

— Sin expresion de proteinas: de los 20 tumores bien
diferenciados no expresaban ninguna proteina 2 (10%),
de los 35 moderadamente diferenciados 6 (17,1%), y de
los 43 pobremente diferenciados 8 (18,6%).

— Expresion de 1 proteina: de los 20 tumores bien dife-
renciados expresaban 1 sola proteina 5 (25%), de los 35
moderadamente diferenciados 10 (28,6%), y de los 43
pobremente diferenciados 16 (37,2%).

— Expresion de 2 proteinas: de los 20 tumores bien
diferenciados expresaban 2 proteinas 7 (35%): 5 Pgp y
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Lrp, 2 Mrp1 y Pgp = 0. De los 35 moderadamente dife-
renciados 15 (42,9%): 11 Pgp y Lrp, 1 Mrp1 y Pgp, 3
Mrp1 y Lrp = 0. De los 43 pobremente diferenciados
12 (27,9%): 8 Pgp y Lrp, 2 Mrp1y Pgp, 2 Mrp1 y Lrp =
0.

— Expresion de las 3 proteinas: de los 20 tumores bien
diferenciados expresaban las 3 proteinas 6 (30%), de los
35 moderadamente diferenciados 4 (11,4%), y de los 43
pobremente diferenciados 7 (16,3%).

Tampoco detectamos diferencias significativas entre
los diferentes grados histologicos, tanto para el ndmero
(p = 0,59) como para el tipo (p = 0,51) de MDR-proteinas
expresadas simultdneamente.

Estadio

En el andlisis de la expresion independiente de cada
MDR-proteina con respecto al estadio, los resultados
fueron los siguientes:

— Pgp: de los 45 estadios | expresaban Pgp 25
(55,6%), de los 23 estadios Il 9 (39,1%), de los 22 esta-
dios Il 12 (54,5%), y de los 9 estadios IV 3 (33,3%).

— Mrp1: de los 45 estadios | expresaban Mrp1 17
(37,8%), de los 23 estadios Il 8 (34,8%), de los 22 esta-
dios 111 9 (40,9%), y de los 9 estadios IV 4 (44,4%).

— Lrp: de los 45 estadios | expresaban Lrp 26 (57,8%),
de los 23 estadios Il 17 (73,9%), de los 22 estadios Il 17
(77,3%), y de los 9 estadios 1V 4 (44,4%).

No hemos encontrado diferencias significativas entre
los diferentes estadios con respecto a la expresion indivi-
dual de Pgp (p = 0,42), Mrp1 (p =0,95) o Lrp (p = 0,17).

Al realizar el analisis de la expresion simultanea de
MDR-proteinas encontramos que expresaba alguna de
éstas el 77,8% (35/45) de los tumores en estadio I, el
91,3% (21/23) de los estadios Il, el 90,9% (20/22) de los
estadios Ill y el 77,8% (7/9) de los tumores en estadio 1V;
la distribucién fue la siguiente:

— Sin expresion de proteinas: de los 45 tumores en es-
tadio | no expresaban ninguna proteina 10 (22,2%), de
los 23 en estadio Il 2 (8,7%), de los 22 en estadio Il 2
(9,1%), y de los 9 en estadio IV 2 (22,2%).

— Expresién de 1 sola proteina: de los 45 tumores en
estadio | expresaban 1 sola proteina 11 (24,4%): 1 Pgp, 5
Mrp1y 5 Lrp = 0. De los 23 en estadio Il 11 (47,8%): 2
Pgp, 1 Mrp1 y 8 Lrp = 0. De los 22 en estadio Ill 6
(27,3%): 2 Mrp1 y 4 Lrp = 0. De los 9 en estadio IV 4
(44,4%): 3 Mrp1y 1 Lrp=0.

— Expresion de 2 proteinas: de los 45 tumores en esta-
dio | expresaban 2 proteinas 15 (33,3%): 12 Pgp y Lrp, 3
Mrp1y Pgp = 0. De los 23 en estadio Il 7 (30,4%): 3 Pgp
y Lrp, 1 Mrp1y Pgp, y 3 Mrp1 y Lrp = 0. De los 22 en es-
tadio 11l 10 (45,5%): 7 Pgp y Lrp, 1 Mrp1 y Pgp, y 2 Mrp1
y Lrp = 0. De los 9 en estadio IV 2 (22,2%): 2 Pgp y Lrp =
0.

— Expresién de las 3 proteinas: de los 45 tumores en
estadio | expresaban las 3 proteinas 9 (20%), de los 23
en estadio Il 3 (13,0%), de los 22 en estadio Il 4
(18,2%), y de los 9 en estadio IV 1 (11,1%).
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Tampoco detectamos diferencias significativas entre
los diferentes estadios tumorales, tanto para el nimero (p
= 0,55) como para el tipo (p = 0,21) de MDR-proteinas
expresadas simultdneamente.

Andlisis de la asociacion entre MDR-proteinas

Hemos estudiado la tendencia de las MDR-proteinas a
expresarse en solitario o asociadas a las otras, con los
siguientes resultados:

— Pgp: de los 49 casos en que se expresé esta protei-
na, en 3 (6%) lo hizo sola, y en 46 (93%) asociada: con
Lrp en 24, con Mrp1 en 5y en 17 con Lrp y Mrp1 a la
vez.

— Mrp1: de los 38 casos en que se expreso esta protei-
na, en 11 (29%) lo hizo sola, y en 27 (71%) asociada:
con Pgpen5,conLpen5yeni17conPgpylrpala
vez.

— Lrp: de los 64 casos en que se expresé esta protei-
na, en 18 (28%) lo hace sola, y en 46 (72%) asociada:
con Pgp en 24, con Mrp1 en 5y en 17 con Pgp y Mrp1 a
la vez.

La tendencia de Pgp y Lrp a expresarse asociadas ha
resultado muy significativa (p = 0,000); no ocurri6 lo mis-
mo para la asociacién Pgp y Mrp1 (p = 0,18) o Mrp1 y
Lrp (p = 0,26).

Discusion

El cédncer de pulmon, por su frecuencia y elevada mor-
talidad, constituye un importante problema sanitario. A
pesar de que es posible prevenirlo incidiendo sobre el
habito tabaquico, los datos epidemioldgicos actuales no
auguran un futuro muy esperanzador, al menos a medio
plazo. Su incidencia a nivel mundial aumenta continua-
mente a expensas de los paises industrializados y, sobre
todo, de los que estan camino de ello?.

Con los tratamientos actuales solo tienen opcién de cu-
racion los pacientes diagnosticados en los estadios inicia-
les de la enfermedad?, pero la falta de un método eficaz
de diagndstico precoz hace que la mayoria de pacientes
se presente con la enfermedad avanzada. Ademas, la inci-
dencia de recidivas tras un tratamiento, en teoria radical,
es elevada?. Por estos motivos, la mayoria de los pacien-
tes con cancer de pulmén es candidata ha recibir trata-
miento quimioterdpico en algin momento evolutivo de su
enfermedad. Desafortunadamente, los resultados de la
quimioterapia son en la actualidad muy modestos: palia-
cién de sintomas y un discreto aumento de supervivencia.

Los procesos genéticos y bioquimicos que condicionan
la aparicion de un fenotipo celular resistente a la quimio-
terapia han sido objeto de intenso estudio en los Ultimos
afos?. Esto ha conducido a la identificacién de varios
mecanismos celulares fundamentales y ha permitido el
disefio de estrategias para intentar vencer la resistencia
a la quimioterapia. Algunas de estas estrategias han sido
0 estan siendo testadas en el &mbito clinico.

Los cultivos celulares han sido fundamentales en el de-
sarrollo de los conocimientos en quimiorresistencia. La
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seleccion de lineas celulares resistentes a partir de la ex-
posicién de los cultivos a los farmacos antineoplasicos
ha permitido identificar mecanismos de resistencia mole-
culares?®, Los xenoinjertos tumorales en modelos anima-
les y el estudio de muestras neoplasicas de pacientes
han confirmado la presencia de muchos de estos meca-
nismos in vivo®, indicando que pueden estar implicados
procesos similiares en la resistencia a la quimioterapia
en la practica clinica diaria.

Un destacado mecanismo de resistencia a los farma-
cos en las células cancerosas es la reduccién de la con-
centracion intracelular de éstas en su diana celular. Hay
al menos dos estrategias celulares capaces de producir
esta situacion. El mas obvio de estos mecanismos es el
que reduce la concentracidn intracelular del farmaco me-
diante una disminucién de su captacién y/o un aumento
de su excrecion. Un segundo mecanismo podria ser el de
una redistribucién intracelular del farmaco, de forma que,
aunque su concentracién intracelular total no varia, la
cantidad disponible en su zona de accién es menor. Has-
ta la actualidad, la mayoria de los mecanismos asociados
con la reduccion de la concentracion o con una redistri-
bucidn intracelular del farmaco se han relacionado con
proteinas transportadoras de membrana, como Pgp y
Mrp1, y con otra de mas reciente descubrimiento y me-
canismo de accién menos conocido, llamada Lrp. En cul-
tivos celulares la expresién de estas proteinas se relacio-
na directamente con la resistencia a un gran nimero de
quimioterapicos, por lo que también se las conoce como
proteinas relacionadas con la resistencia a multiples far-
macos o MDR-proteinas.

En la actualidad no hay datos concluyentes sobre si la
expresion de estas proteinas puede estar implicada en
la resistencia a la quimioterapia del cancer de pulmén. La
resistencia a la quimioterapia de los enfermos con cancer
de pulmén es un hecho evidente en la préctica clinica
diaria. De forma intrinseca o adquirida, esta resistencia
afecta a variados agentes antineoplasicos, por lo que
presumiblemente se deba a multiples factores.

El primer paso para averiguar si los mecanismos cau-
santes de resistencia a multiples farmacos in vitro estan
implicados en los malos resultados de la quimioterapia
en el cancer de pulmdn seria demostrar la presencia de
alguno o varios de estos mecanismos en los pacientes
con dicho tumor. Dada la frecuencia de esta neoplasia,
cualquier mejora en la eficacia del tratamiento, por pe-
quefa que fuese, podria beneficiar a miles de personas.
La resistencia a la quimioterapia es uno de los principa-
les obstaculos que es necesario superar para mejorar
esta eficacia.

Nuestro estudio tenia como primer objetivo determinar
la expresion de 3 MDR-proteinas en el cancer de pul-
mon. Los resultados de nuestro estudio confirman la pre-
sencia de MDR-proteinas en el cancer de pulmén. La
proteina mas expresada fue Lrp, con positividad en el
64% de los pacientes, seguida de Pgp en el 49% y Mrp1
en el 38%. Estos resultados son parecidos a los que se
exponen en la bibliografia. Los trabajos iniciales sobre
MDR-proteinas en cancer de pulmon estudiaban la ex-
presion de Pgp y se realizaron hace ya algunos afios. Es-
tos primeros estudios, salvo el publicado por Radosevich
et al®® en 1989, detectaron una baja expresién de esta
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proteina, por lo que durante algunos afios se aceptd
como establecido que Pgp no se expresaba en el cancer
de pulmoén y, por tanto, no podia influir en el mal resulta-
do de la quimioterapia. Posteriores estudios han demos-
trado una mayor expresién de Pgp que, por inmunohis-
toquimica, se sitia en un 35-52%. Sobre muestras con-
geladas, Beer et al*” y Scagliotti et al*' encontraron una
expresion del 35 y el 41%, respectivamente, en pacientes
con carcinomas de pulmén no célula pequena. Nosotros
hemos encontrado un 49% de expresion de Pgp, un 51%
si consideramos soélo los casos de carcinoma no célula
pequefia, resultado parecido al publicado por estos auto-
res y que confirma la presencia de una expresion rele-
vante de Pgp en estos tumores.

El abanico de resultados publicados para Mrp1 es mas
amplio y se situa entre el 38 y el 88%, pero ninguno de
los trabajos con un nimero considerable de casos em-
plea material congelado. El resultado de nuestro estudio
se sitda en un nivel bajo para esta proteina, del 38%, al
igual que el de Sugawara et al*?,

La proteina con mayor expresién ha sido Lrp, con el
64% de casos. Los trabajos inmunohistoquimicos que in-
cluyen mayor numero de pacientes se realizaron en
muestras conservadas en parafina, y la expresion de Lrp
fue del 45, 57 y 59%, respectivamente. Un estudio sobre
tejido congelado, pero con 36 pacientes, detectd nada
menos que un 86% de expresion.

Un aspecto importante de nuestro estudio que lo dife-
rencia de la mayoria de los publicados es la determina-
cién de la expresion simultdnea de las 3 MDR-proteinas
en un mismo paciente. La presumible presencia e interac-
cion de diferentes mecanismos de resistencia en vivo jus-
tifican esta importancia. Estudiada la muestra desde este
punto de vista, encontramos que el 83% de los pacientes
expresaba proteinas, con el 32% expresando 1, el 34%
expresando 2 y el 17% expresando las 3. Es decir, el 51%
de los pacientes expresaba mas de 1 proteina.

Hay pocas publicaciones que hagan referencia a la si-
multaneidad de expresién de estas 3 MDR-proteinas en
cancer de pulmoén. Zhou et al*®®, en 30 pacientes con
NSCLC, encuentran que alrededor de un 40% expresa a
la vez Pgp, Mrp1 y Lrp, un porcentaje superior al 17%
obtenido por nosotros, pero estos autores emplean
muestras conservadas en parafina y el nimero de casos
es menor. En este estudio, aunque los autores no hacen
mencién expresa de ello, también es Lrp la proteina mas
expresada, con un 87% de casos. Nuestro estudio detec-
ta una tendencia muy significativa de Pgp y Lrp a expre-
sarse asociadas (el 41% de casos). Nuestro resultado es
similar al obtenido por Volm et al**, que en 87 pacientes
refieren un 32% de expresion simultdnea de Pgp y Lrp.

Otros mecanismos de resistencia, como las alteracio-
nes en la glutation S-transferasa-r o las mutaciones de la
p53, se han detectado a la vez que algunas MDR-protei-
nas en cancer de pulmén. Este es el caso de la glutatién
S-transferasa-r con Pgp y Lrp, 0 de una p53 mutada con
Mrp1y Pgp. Esta tendencia a la asociacion entre diferen-
tes mecanismos de resistencia puede deberse a la pre-
sencia de factores comunes de regulacion.

Con respecto al grado de diferenciacion histoldgico,
aunque sin alcanzar la significacion, si hemos notado
que la expresion de cualquiera de las proteinas tiende a
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ser mayor en los tumores bien diferenciados que en los
pobremente diferenciados: 13/20 (65%) frente a 20/43
(46,5%) para Pgp, 10/20 (50%) frente a 16/43 (37,2%)
para Mrp1, y 14/20 (70%) frente a 25/43 (58,1%) para
Lrp. Algunos autores encontraron que esta disminucién
de la expresion conforme el tumor se desdiferencia era
significativa.

Es en relacion con la histologia donde se han publica-
do los resultados mas discrepantes. Algunos estudios de-
tectan una menor expresion de MDR-proteinas en los
carcinomas indiferenciados de célula pequefa que en los
de célula no pequefa, pero otros no. Los pocos estudios
de los revisados, que incluyen a mas de 30 pacientes
con carcinomas indiferenciados de célula pequefa, reve-
lan una expresion de Pgp que oscila entre el 12% para
Segawa et al*® y el 26% de Hsia et al*®. Para Mrp1, la ex-
presion oscila menos, entre un 31 y un 34% publicado
por Hsia et al®. En cuanto a Lrp, los estudios son esca-
s0s y poco valorables, y segun el método de deteccién
empleado varian del 0% de expresidn hasta el 100% de
Oguri et al¥”. Nosotros dispusimos de so6lo 3 casos de
carcinoma indiferenciado de célula pequefia, un nimero
muy reducido para extraer conclusiones validas. Detecta-
mos expresion solo en 1 caso (33,3%) y éste lo fue uni-
camente para Mrp1, sélo con el AcMo Mrpm6 y en limite
inferior de lo considerado positivo (el 10% de células tefi-
das en la preparacion).

Varios autores no encuentran relacion entre los dife-
rentes subtipos histoldgicos de carcinomas no célula pe-
quefa y la expresion de Pgp, Mrp1 o Lrp. En cambio, al-
gunos describen una preferencial expresion de Pgp y
fundamentalmente Mrp1 en carcinomas escamosos fren-
te a adenocarcinomas, mientras otros encuentran preci-
samente lo contrario. Nosotros encontramos diferencias
significativas en la expresién de Lrp y Mrp1 entre los dife-
rentes tipos histoldgicos. Las mas llamativas se observan
en la expresiéon de Mrp1, la cual es muy baja en adeno-
carcinomas frente a carcinomas indiferenciados de célula
grande y escamosos, con porcentajes del 5,4, 42,9 y
63,3%, respectivamente. En la menor expresion de Mrp1
en adenocarcinomas coincidimos con algunos autores.
En cambio, Lrp se expresa menos en los carcinomas es-
€amosos que en adenocarcinomas y carcinomas indife-
renciados de célula grande (el 59,2, el 78,4 y el 85,7%,
respectivamente), con lo que discrepamos aunque sélo
parcialmente con alguna publicacién que encontraba ma-
yor expresién de Lrp en adenocarcinomas y carcinomas
escamosos que en indiferenciados de célula grande, y
por lo que sus autores sugerian una relacion entre Lrp y
la diferenciacién histoldgica tumoral. No encontramos di-
ferencias en la expresién de Pgp.

Para los tipos histologicos mas frecuentes, la propor-
cién de pacientes que expresan alguna o varias proteinas
en nuestro estudio es similar, con un 90% para los carci-
nomas escamosos, un 81% para los adenocarcinomas y
un 100% para los carcinomas indiferenciados de célula
grande. Pero entre ellos difieren significativamente en el
tipo y el numero de proteinas que expresan. Los porcen-
tajes de pacientes con carcinomas escamosos que expre-
san 1, 2 o las 3 proteinas a la vez son similares: 32,7%
(16/49), 28,6% (14/49) y 28,6% (14/49), respectivamente.
En cambio, en adenocarcinomas e indiferenciados de cé-
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lula grande es mucho menos frecuente encontrar a pa-
cientes que expresen las 3 proteinas de manera simulta-
nea: 5,4% (2/37) y 14,3% (1/7), respectivamente. Esto
estd sobre todo relacionado con la baja expresion de
Mrp1 en los adenocarcinomas. Por este motivo, 14 de los
17 casos que expresan simultdneamente las 3 proteinas
son carcinomas escamosos. Los adenocarcinomas expre-
san con frecuencia y de forma simultanea Pgp y Lrp (17
de 37 casos, 45,9%) y también Lrp sola (10 de 37 casos,
27%). En los carcinomas escamosos, Pgp y Lrp aparecen
juntas sélo en 5 de los 49 casos (10,2%), y Lrp s6lo en 6
casos (12,2%). Los 7 carcinomas indiferenciados de célu-
la grande no tienen predileccién por expresar simultanea-
mente ninguna combinacién de proteinas.

Hemos estudiado la tendencia de las MDR-proteinas a
expresarse asociadas 0 no entre ellas y, en caso de aso-
ciarse, con cual. Todas se presentan con mas frecuencia
asociadas a otras que solas. Cabe destacar la relacion
entre Pgp y Lrp. Pgp se expresa en 44 casos Y, de éstos,
lo hace asociada en 41 (93%), en todos ellos con Lrp (41
de 44 casos). La proporcién de casos con expresion de
Lrp que se asocian a Pgp es del 64% (41/64). Esta ten-
dencia de Pgp y Lrp a expresarse juntas alcanza la signi-
ficacion estadistica.

Hemos detectado alguna diferencia con respecto al
sexo. En nuestro estudio, las mujeres expresan menos
Mrp1 que los varones. Esto puede deberse a que 9 de
las 14 mujeres presentaban adenocarcinomas, tipo histo-
I6gico que ha resultado expresar muy poco esta proteina.
Ninguno de los trabajos revisados que hacen referencia
al sexo ha encontrado relacion entre éste y la expresion
de MDR-proteinas, pero solo 1 de ellos estudiaba en
concreto Mrp1. No encontramos diferencias entre sexos
para Pgp y Lrp, ni tampoco en cuanto al numero de pro-
teinas expresadas de manera simultanea.

El aspecto mas importante del estudio de las MDR-
proteinas en el cancer es, légicamente, su implicacién en
la respuesta a la quimioterapia. Mientras que en algunos
tipos de tumores hematoldgicos esta implicacion esta
claramente establecida, en tumores sélidos los datos son
muy variados y poco concluyentes a este respecto®.
Hasta la fecha, en cancer de pulmon, al contrario de lo
que ocurre en otro tipo de neoplasias, fundamentalmente
las hematoldgicas, como hemos indicado, no se puede
excluir ni afirmar tal implicacion. Nuestro andlisis ulterior
de estos datos se dirigird hacia la determinacion del valor
pronostico de éstos en relacion con la respuesta quimio-
terapica y la supervivencia®®3, Esperamos que en un pla-
zo razonable podamos aportar dichos datos.

Conclusiones

De los resultados del presente estudio podemos con-
cluir que:

1. El cancer de pulmon expresa con frecuencia MDR-
proteinas.

2. De las 3 MDR-proteinas estudiadas, Pgp Mrp1 y
Lrp, es Lrp la mas frecuentemente expresada.

3. Los adenocarcinomas expresan menos Mrp1 que el
resto de los tipos histoldgicos.

Cir Esp. 2006;79(1):46-56 55



Paredes-Lario A, et al. Expresion de proteinas relacionadas con resistencia a multiples farmacos en el cancer de pulmén

4. Los carcinomas escamosos expresan menos Lrp
que los adenocarcinomas y carcinomas indiferenciados
de célula grande.

5. Una proporcién importante de pacientes expresa de
forma simultanea mas de una MDR-proteina.

6. Los carcinomas escamosos son los que con mas
frecuencia expresan Pgp, Mrp1 y Lrp de forma simulta-
nea.

7. Pgp se expresa fundamentalmente asociada a Lrp.
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