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INTRODUCCION

1. ADHESION CELULAR

La adhesion celular es una propiedad crucial que se presenta desde los
estadios tempranos del desarrollo embrionario, durante la morfogénesis y
organogenesis y en el tejido adulto es condicionante en la diferenciacion de los
tejidos. Una alteracion en esta propiedad de adhesion conduce a estados de
desequilibrio; tanto en el tejido embrionario produciendo un desarrollo anormal,
como en el tejido adulto en donde se favorece la pérdida de la diferenciacion (Siu
1996). Las interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular estan
estrictamente reguladas por mecanismos de adhesion, que determinan la
polaridad y la forma celular, asi como la arquitectura del tejido, inhibiendo a su vez
la motilidad celular e induciendo la expresion de receptores para factores de
crecimiento que consecuentemente afectan la proliferacion celular (Phina 1996).

Se ha demostrado que en las neoplasias se presenta un desorden en la
adhesion celular que se traduce como un desarreglo en la arquitectura del tejido y
desdiferenciacion (Pignatelli 1994).

Las unidades funcionales de la adhesidn celular son tipicamente complejos
multiproteicos integrados por tres clases generales de proteinas: 1. Moléculas de
adhesion celular/receptores de adhesion, 2. Proteinas de matriz extracelular y 3.
Proteinas de placa citoplasmatica y membrana periférica (Gumbiner 1996). Este
estudio se enfocara principalmente a moléculas de adhesion y especificamente a

la familia de las cadherinas.



2. MOLECULAS DE ADHESION

Las moléculas de adhesidn son generalmente glucoproteinas
transmembranales, que median las uniones en la superficie celular y determinan
la especificidad de reconocimiento entre célula-célula y célula-matriz extracelular
(Gumbiner 1996). Existen dos grandes categorias en las que se clasifican estas
moléculas: 1) las moléculas de adhesion celula-célula (CAMs) y 2) las moléculas
de adhesion de sustrato celular ¢ célula-matriz (SAMs) (Pignatelli 1994). Estos
receptores de adhesion de superficie celular se agrupan de acuerdo a su similitud
estructural en cuatro familias:

a) Integrinas
b) Selectinas
¢) Cadherinas
d) Superfamilia de las inmunoglobulinas
( Kemier 1993, Pignatelli 1994, Gumbiner 1996, Siu 1996).

Actualmente, se afade un grupo mas de moléculas que también poseen
funcion de adhesion celular, y comprende moléculas como las
glucosiltransferasas, lectinas enddgenas y glucosidasas que se ha visto que estan
involucradas en procesos metastasicos. Un elemento importante de este grupo de
moléculas es:
e)CD 44,

(Tang 1994).

En general estas familias de moléculas de adhesion son bioquimica,
genética y estructuralmente diferentes entre si y bajo ciertas circunstancias
adquieren una funcién relacionada, ya que generalmente, los miembros de una
familia son ligandos entre si pero pueden asociarse e interactuar con receptores

de otra familia; también pueden actuar coordinadamente mediando los mismos



procesos, o activar eventos que conducen a la expresion y activacion de otros
receptores y mediadores celulares, como es el caso de la activacion de receptores

para factores de crecimiento y enzimas proteoliticas (Phina 1996 ).

GENERALIDADES DE LAS MOLECULAS DE ADHESION

2.1 Familia de Integrinas

L.os miembros de la familia de las integrinas son glucoproteinas integrales
de membrana, constituidas estructuralmente por cadenas o y B asociadas no
covalentemente y que espacialmente conforman dimeros, las integrinas se
expresan principalmente en células epiteliales pero pueden expresarse en otros
" tipos celulares. Existen por lo menos 15 cadenas o y 8 cadenas B las cuales
pueden interactuar en una amplia gama de combinaciones. Generalmente se
clasifican de acuerdo a su cadena B pero, ya que una cadena o puede asociarse a
varias cadenas p diferentes se prefiere dar una clasificacion de acuerdo a su
funcion. Las subunidades B de todas las integrinas son muy similares entre ellas
ya que comparten una secuencia de aminoacidos homodloga (40-48%) con
caracteristicas estructurales especificas bien conservadas en una amplia variedad
de especies incluyendo a los mamiferos, aves, anfibios, insectos y hongos (Hynes
1992).

En general, se ha demostrado que existe una asociacion preferencial de
algunas cadenas « con ciertas cadenas B, lo que da lugar a la formacién de tres
subfamilias: cuando la cadena p1 (CD26) se asocia a las cadenas a1 a la 8 se
genera la subfamilia de las integrinas p1 o VLA (del inglés Very Late Antigens),
cuando la cadena B2 (CD18) se asocia con las cadenas al, oM y aX se
constituye la subfamilia de las integrinas B2 o leucocitarias, gue originan los
receptores de leucocitos LFA-1 (Leukocyte Function Associated molecule-1), Mac-

1, y p150,95 (Albelda 1990) y por ultimo si la cadena B3 se asocia
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preferentemente con aV (CD41/CD51) se forma la subfamilia B3 o de las
citoadhesinas que se expresan fundamentalmente en células endoteliales y
plaguetas y consiste de la glucoproteina de plaguetas GPlib/llta y del receptor de
vitronectina (Albelda 1990).

Las integrinas se expresan abundantemente en la superficie celular y su
distribucion en el tejido y especificidad se manifiestan empleando anticuerpos
monoclonales dirigidos en contra de sus cadenas. La mayoria de ellas son SAMs
que funcionan como receptores para las proteinas de matriz extracelular,
incluyendo colageno, laminina y fibronectina (Hynes 1992). Algunas de eilas
tienen especificidad por el mismo ligando; ej: a11 se une a laminina o colageno,
a6p1 se une a laminina y a3f1 se une a laminina, colageno y fibronectina.
Algunas veces pueden funcionar como CAMs que principalmente se encuentran
en leucocitos, mediando la adhesidn célula-célula de manera heterotipica con
otras moléculas que son miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas que
funcionan como ligandos, como son: las moléculas de adhesion intracelular
{ICAM-1), (ICAM-2), (ICAM-3) y vascular (VCAM-1) y CD31, muy pocas integrinas
son capaces de funcionar a la vez como SAMs y CAMs por gjemplo: aMB2 (MAC-
1).

Existen sitics de reconocimiento que son criticos para el funcionamiento de
las integrinas como es la secuencia de arginina, glicina y ac.aspartico (RGD) el
que les permite unir ligandos como el colageno tipo 1, laminina, fibronectina,
trombospondina, fibrinégeno y vitronectrina que son importantes durante los
procesos de inflamacion y desarrollo.

En este sentido se ha visto que las integrinas juegan un papel importante
durante la adhesion-migracién y su funciébn es critica en la induccidon vy
diferenciacion de células in vitro, estan también involucradas en procesos de
crecimiento celular, diferenciacién, formacion de uniones y polaridad celular
(Albelda 1990). Existe evidencia de que en las lineas celulares transformadas y en

tumores se presentan cambios en la expresion o funcién de las integrinas; lo que
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se asocia a su desdiferenciacion y conducta alterada, estas investigaciones se
han realizado a nivel genético y molecular en estudios in vivo e in vitro (Hedfick
1993, Pignatelli 1994). Con respecto a su funcionalidad, las integrinas son muy
importantes ya que en la enfermedad de la Deficiencia de adhesion en leucocitos
(LAD) se presenta un defecto en la subunidad B de las integrinas lo que se ha
asociado a que los individuos presenten infecciones bacterianas recurrentes
{(Larson 1990).

2.2 Superfamilia de las inmunoglobulinas (IgSf)

Los miembros que integran esta familia de moléculas poseen en comin
una estructura homodloga a las inmunoglobulinas que consiste de 70 a 110
residuos de aminoacidos organizados en dos cadenas antiparalelas B-plegadas
estabilizadas por puentes disulfuro.

Las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), el
receptor de la célula T, el receptor para factor de crecimiento de plaquetas y el
receptor del factor estimulador de colonias se incluyen dentro de esta familia, asi
como otras moléculas importantes en la adhesién celular: molécula de adhesién
celular neural (NCAM), molécula de adhesién celular vascular (VCAM), molécula
de adhesion intercelular (ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3), molécula de adhesién celular
endotelial (FECAM-1/CD31) y el antigeno carcinoembrionario (CEA). Las
moleculas de la IgSf median la adhesidn de manera homotipica ¢ algunas veces
de manera heterotipica es decir entre dos diferentes tipos celulares.

La NCAM se expresa en una amplia variedad de tipos celulares,
principalmente de origen neural y mesénquimatoso.

La expresion de VCAM es inducida por citocinas en algunas células
endoteliales y sirve como un receptor para la integrina o481, ie, VLA-4.

Las moléculas ICAM-1 e ICAM-2 se expresan en células endoteliales y

también en lecucocitos pero en diferente proporcién, la ICAM-2 no estd mediada
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por citocinas mientras que la expresion de ICAM-1 es mediada por IFN-y, TNF-c,
IL-1B y LPS (lipopolisacarido). La molécula ICAM-3 muestra un patréon de
expresion diferente con respecto a ICAM-1 y 2 ya que se expresa en altos niveles
en los monocitos, linfocitos y neutrdfilos y en células presentadoras de antigeno;
su ligando es LFA-1. La motécula ICAM-3 esta involucrada en los procesos de
adhesién celular, sefiales de transduccion y en la respuesta inmune. Desde el
punto de vista fisiolégico la molécula ICAM-1 se encuentra en forma activa en
suero y se encuentra elevada en pacientes con sindromes de inflamacion como
choque séptico, LAD, cancer y transplantes.

La molecula PECAM-1/CD31 se expresa preferentemente en células
endoteliales y plaquetas, esta involucrada en el proceso de migracion
transendotelial del leucocito en las celulas endoteliales de los vasos sanguineos.

Otro representante importante dentro de esta familia de receptores es el
antigeno carcinoembrionario (CEA), el cual fué descubierto en 1965 como una
glucoproteina oncofetal de 180 kD presente en el suero de pacientes con
carcinoma de coldn. Desde entonces fue clonado y demostrd ser un miembro de
la IgSf, media la agregacion homotipica de lineas celulares de carcinoma de colén
de una manera calcio independiente, es utilizado ampliamente como marcador
tumoral y también funciona cdmo una molécula de adhesion accesoria mediando
las interacciones de la matriz celular; se ha visto que se localiza en los sitios de
contacto entre célula-célula in situ. Recientemente se ha demostrado que las
células tumorales colorectales en estadio invasivo (donde se requiere una
disminucion de la adhesion) expresan 2.6 veces mas mRNA del CEA que en las
celulas tumorales de la superficie luminal. Esto sugiere que el CEA puede tener
una funcion dual; como proteina epitelial de adhesion celular o alternativamente
como una proteina de antiadhesion, dependiendo si esta en la unidn celular ¢ es
secretada al microambiente extracelular. (Pignatelli 1994, Hedrick 1993, Williams
1988, Tang 1994)
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2.3 Familia de Selectinas

Estructuralmente las selectinas se caracterizan por ser glucoproteinas
transmembranales compuestas por tres dominios extracelulares: un dominio N-
terminal parecido a una lectina tipo C (dominio de reconocimiento a
carbohidratos), seguido de un dominio homélogo a EGF (factor de crecimiento
epidérmico), otro dominio que consta de un namero variable de secuencias
homélogas a proteinas del complemento; un dominio transmembranal y un
pequefio dominio citoplasmico. En presencia de calcio el dominio parecido a
lectina utiliza como ligandos a carbohidratos fucosilados y a moléculas
conjugadas con ac. sidlico. Las selectinas median las interacciones heterotipicas
entre células sanguineas y células endoteliales, como en el proceso de “anclaje” y
adhesién del leucocito; esta interaccion selectina/carbohidrato es muy labil io que
permite que los leucocitos puedan rodar a través del endotelio vascular en
direccién hacia el flujo sanguineo.

La familia de selectinas esta constituida por 3 moléculas relacionadas, la P-
seiectina conocida como GMP-140, CD62P 6 PADGEM: la L-selectina conocida
como CD&2L, LECAM-1, LAM-1 & gp90MEL-14 v |a E-selectina conocida como
ELAM-1 6 CD62E que se encuentran presentes en células endoteliales activadas
y proporcionan un sitio de unién para las células que presentan el ligando
apropiado (Pignatelli 1994, Bevilacqua 1991).

Desde el punto de vista fisioldgico, las selectinas son muy importantes ya
que en la enfermedad de la Deficiencia de adhesién en leucocitos {LAD It) en
donde los ligandos para las selectinas estan ausentes, los neutréfilos no llegan a
los sitios de inflamacion impidiendo que funcionen como células efectoras del

sistema inmune.
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2.4 Moléculas CD44

La familia de moléculas CD44 se encuentra constituida por un grupo de
moléculas relacionadas, comparten una estructura primaria similar y se
encuentran muy bien conservadas entre las diferentes especies. El gen CD44
consiste de 20 exones de los cuales solo se expresan 10 que componen a la
estructura CD44H. Los otros 10 exones adicionales (v1-v10) codifican para las
regiones extracelulares. En teoria, la gama de combinaciones que presentan
estos exones puede exceder de 100. Recientemente se han identificado 30 de sus
isoformas.

El receptor de adhesion CD44 es una glucoproteina de superficie celular
involucrada en las interacciones célula-célula y célula-componentes de la matriz
extracelular (ECM). Esta molécula posee como ligando principal al hialuronidato
pero puede tener otros ligandos como fibronectina, colageno y otros
proteoglicanos sulfatados. Esta molécula esta involucrada en procesos de
hematopoiesis, progresion de tumores, activaciéon de linfocitos, sefales de
transduccion, procesos de inflamacion y en la embriogénesis.

La isoforma de 85-90 kD CD44H también llamada gpQOQHermes pgp-1
(glicoproteina fagocitica-1) y H-CAM (receptor de hialuronidato) se expresa en la
superficie de las células hematopoyéticas (linfocitos B y T, monocitos y
neutrofilos), fibrobiastos y células del sistema nervioso central (SNC).

La isoforma de 150 kD esta restringida a ciertos grupos de células epiteliales,
recientemente se ha demostrado que una linea celular de carcinoma pancreatico
de rata y una linea celular de sarcoma adquieren potencial metastasico cuando
expresan una variante de CD44. La sobreexpresion de cierta variante de CD44 y
niveles elevados de su mRNA se han asociado con el proceso de metastasis en
un amplio rango de tumores humanos y se sugiere que la expresion aberrante de
CD44 puede respaldar el pronéstico y conducta metastasica de ciertos tumores

humanos (Pignatelli 1994).

13



3. FAMILIA DE CADHERINAS

Las cadherinas son moléculas de adhesion dependientes de calcio (CAMs),
con un peso molecular aproximado de 120-140 kD. Estas CAMs son importantes
durante el proceso de gastrulacion, morfogenesis, y organogénesis de los tejidos,

ademas de mantener la arquitectura de ellos (Takeichi 1991).

3.1 Identificacion inmunoldgica de las moleculas de adhesion

Estas moléculas de adhesion inicialmente se identificaron por medio de
anticuerpos dirigidos en contra de las membranas celulares que se sugeria
expresaban moléculas de adhesién. Estos anticuerpos con especificidad a las
moléculas de adhesiéon se esperaba que inhibieran o bloquearan la adhesién
celular y si ésto ocurria, se consideraba que se identificaban moléculas de
adhesion.

Estos anticuerpos se obtenian inyectando células F9 de teratocarcinoma de
ratdn en conejos, el suero resultante contenia anticuerpos que eran capaces de
bloquear la adhesion intercelular de las células FO. Posteriormente se emplearon
anticuerpos monoclonales que bloqueaban la adhesion intercelular de las células
F9. Este anticuerpo monoclonal denominado ECCD-1, tiene la propiedad de
disociar colonias de células F9 de teratocarcinoma y por ensayos de inmunablot
se ha demostrado que este anticuerpo reconoce a una glucoproteina de 124 kD
cuyo tamafio es exactamente igual al que reconocia el antisuero (antiF9)
producido en conejo en contra de las células F9, a ésta malecula comun se le
designd como cadherina.

En estudios posteriores se identifico la uvomorulina (Vestweber 1985},
molécula presente en embrién de raton y la Cell-CAM 120/80 presente en células
de carcinoma de mama humano, otra molécula similar se identifico en células

epiteliales de perro y se le designé como Arc-1.

14



Las moléculas descritas anteriormente presentan propiedades simiiares:
son sensibles a calcio, en ausencia de calcio son degradadas por tripsina y
muestran el mismo patron de distribucion en células epiteliales;
consecuentemente se sugiere que estas moleculas son idénticas u homdlogas

entre las diferentes especies de mamiferos estudiados (Takeichi 1988).
3.2 Identificacion de las subclases de cadherinas

Las moléculas cadherina, uvomorulina, Cell-CAM120/80, Arc-1 y L-CAM,
presentes en las células epiteliales de las diferentes especies, muestran una
funcion de adhesividad celular pero ésta tambien se presentaba en tejidos
neurales y en fibroblastos, los cuales no eran reconocidos por el anticuerpo
monoclonal ECCD-1; por lo tanto, se produjeron anticuerpos monoclonales
dirigidos en contra de células de cerebro de ratdn y de pollo designados como:
NCD-1 y NCD-2, los cuales reconocian a la N-cadherina presente en las células
de tejido neural de dichas especies. Posteriormente se produjo otro anticuerpo
monoclonal, el PCD-1 con especificidad en contra de la linea celular
extraembridnica de ratdon (clona PSAS-E), a este anticuerpo se le designd como P-
cadherina. Los anticuerpos N- y P-cadherina también reconocian moléculas con
peso molecular semejante, dependientes de calcio y sensibles a tripsina sélo que
presentaban especificidad a diferentes tejidos, 1o que sugirid que se trataba de

moléculas diferentes (Takeichi 1988 ).
3.3. Clasificacion

Los miembros que integran a la familia de cadherinas se clasifican en
nueve grupos: 1. Cadherinas clasicas, 2. Cadherinas atipicas, 3. Transportadores
de péptidos, 4. Cadherinas truncadas, 5. Protocadherinas, 6. Desmocolinas, 7.

Desmogleinas, 8. Receptores de tirosincinasas y 9. Otras ( Munro 1996).
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La clasificacidn anterior es de acuerdo a ciertos criterios, como son:
a) Localizacién en las uniones adherentes
b) Dominios que integran su estructura
c) Sitios altamente conservados de histidina, alanina y valina (HAV)
d) Presencia de dominios de tirosin cinasa
e) Nimero de residuos de aminoacidos en el dominio citoplasmico

f) Sitios de fosforilacién

Las moléculas de cadherina de nuestro interés se encuentran, de acuerdo

a la clasificacion anterior dentro del grupo de cadherinas clasicas.

3.4 Cadherinas clasicas

Estructura

Las cadherinas clasicas comparten una estructura primaria similar que
consta de 723 a 748 aminoacidos (a.a.) con una region altamente hidrofébica, lo
que sugiere que son glucoproteinas integrales de membrana (Takeichi 1988,
Takeichi 1990, Takeichi 1991). Estan constituidas por cinco dominios
extracelulares (CAD), cada dominio contiene alrededor de 110 residuos y los
dominios entre si comparten un 30% de homologia (Kemler 1993), lo cudl resulta
de una duplicacion parcial de genes, también poseen un dominio transmembranal
integrado por 31 residuos de a.a. y dos dominios citoplasmicos. La estructura
tridimensional de estos dominios ha sido elucidada recientemente (Overduin 1995,
Shapiro 1995). EI dominio 1 (CAD 1) contiene la secuencia histidina, alanina y
valina (HAV) de reconocimiento de adhesion celular, involucrada en el proceso de
adhesion mediado por cadherinas. Los a.a. adyacentes a este punto son
esenciales para el reconocimiento de las cadherinas de una manera homofilica

(Munro 1996), especificamente e! residuo 113 es el que determina su
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especificidad (Nose 1990). Con respecto a lo anterior hay estudios que
demuestran que bajo ciertas circunstancias, las cadherinas tienen capacidad para
formar complejos heterotipicos, la afinidad de adhesion de los complejos
heterotipicos entre cadherinas diferentes es bajo con respecto a los complejos
formados de una manera homotipica (Geiger 1992).

Los dominios 2 a 4 (CAD 2 a CAD 4) contienen puntos de unién a calcio
LDRE, DXNDN y DXD (L-leucina, D-ac.aspartico, R-arginina, E-ac.glutamico y N-
asparagina siendo X cualquier a.a.) en posiciones conservadas (Ozawa 1990a,
Bracke 1996). El calcio es condicionante para el funcionamiento de las cadherinas
ya que le confiere adhesividad, estabilidad y conformacién, y a su vez posee un
efecto protector contra la degradacion proteolitica (Kemler 1993). El dominio
extracelular adyacente a la membrana plasmatica (CAD 5) contiene 4 residuos de
cisteina en posiciones conservadas.

En la parte citoplasmica se encuentra una region altamente conservada
comun entre los miembros de la familia de cadherinas (Ozawa 1990b). La region
de 20 kD de la parte citoplasmica posee sitios de forforilacion de serina y treonina
y contiene un fragmento de 72 residuos que funciona como sitio de
reconocimiento para las cateninas, con las cuales se conectan al citoesdueleto,
esta region recientemente se ha reducido a 30 a.a. , que contienen 8 residuos de

serina en posiciones conservadas (Bracke 1996).
Uniones adherentes

Las cadherinas integran y regulan el ensamblaje de las uniones adherentes
0 zonas adherentes que se situan entre célula y célula, del tejido epitelial y tejido
cardiaco (cardiomiocito). En microscopia electronica, estas uniones se observan
como membranas plasmaticas adyacentes, con la presencia de una densidad
electrénica en la cara intracelular de las células en contacto (Knudsen 1995). Las

uniones adherentes son regiones especializadas de la membrana plasmatica en

17



donde la molécula E-cadherina de las células en contacto, interactlian entre si
propiciando un fenomeno de adhesividad entre las células (Birchmeier 1996). A su
vez, las cadherinas promueven la formacién de otras uniones intercelulares
(Munro 1996, Lampugnani 1997).

El primer paso en el ensamblaje de las uniones adherentes es la
interaccion de los dominios extracelulares de las cadherinas de una célula con los
dominios extracelulares de las cadherinas de las células vecinas. Estos dominios
extracelulares se asocian unos a otros y su unidn es estabilizada por calcio que se
localiza en la interface de dichos dominios. Las interacciones laterales entre las
cadherinas conducen a la formacién de un dimero, que a su vez se asocia con
otros dimeros presentes en las celulas adyacentes de una manera antiparalela.
Se ha propuesto que las interacciones entre estos dimeros de cadherinas generan
una estructura en forma de “cierre” (zipper) cuya fuerza depende del nimero de
moleculas de cadherina involucradas en esta estructura (Klymkowsky 1995,
Gumbiner 1996).

3.5 Complejo cadherinas-cateninas y p120css

Los dominios citoplasmicos de las cadherinas son regiones altamente
conservadas y estan asociados con 3 proteinas intracelulares que, de acuerdo a
su movimiento electroforérico, se han designado como o, $ y y catenina (Takeichi
1893, Grunwald 1993, Kemler 1993, Hinck 1994), conformandose asi un complejo
cadherina-catenina. Existe evidencia de la presencia de dos complejos de E-
cadherina/catenina distintos en la misma célula, uno de ellos integrado por E-
cadherina /o y [ catenina y el otro constituido por E-cadherina/ a y y catenina
{plakoglobina) (Hinck 1994, Butz 1994, Aberle 1996).

El ensamblaje de cualquiera de estos complejos une a las cadherinas con

la red de filamentos de actina y a ofras proteinas citoplasmaticas vy
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transmembranales (Kemler 1993). La conformacion de este complejo es
condicionante para el funcionamiento adecuado de las cadherinas (Ozawa 1990b,
Gumbiner 1993), ya que en la ausencia de cateninas, |las uniones adherentes no
se forman, lo que conduce a un defecto en ila adhesion celular de! epitelio. Este
desorden propicia una disociacidén de las capas epiteliales, un cambio en la
morfologia celular y un incremento en |la motilidad de estas células (Birchmeier
1995, Birchmeier 1996); consecuentemente las células adquieren caracteristicas
de células del mesénquima.

Una pérdida controlada del caracter epitelial de las células es un
prerrequisito en los procesos morfogénicos durante la embriogénesis y ocurren
durante la formacion del mesodermo. Una conversion epitelio-mesénquima
incontrolada se observa durante la progresion de tumores humanos (Birchmeier
1996). Esta pérdida de diferenciacion epitelial y la adquisicion de caracteristicas
mesenquimales, favorecen la motilidad celular y ésto se correlaciona con ia
invasividad de las células cancerosas.

De manera concreta, la formacion del complejo cadherina-catenina en el
citoplasma regula de alguna manera la adhesividad extracelular y se ha
demostrado que las cateninas estan involucradas en 2 eventos celulares
importantes: 1) median la conexién de las cadherinas con la red de filamentos de
actina (Ozawa 1990b, Kemler 1993, Gumbiner 1993, Bracke 1996) y 2) unen a las
cadherinas con otras proteinas transmembranales como Na/K ATPasa y con
proteinas periféricas del citoplasma como fodrina, ankirina, vinculina y talina
(Bracke 1996).

Actualmente se ha visto que estan involucradas en procesos de
transduccion de sefiales; existe evidencia de que las cadherinas no solo regulan
los procesos de adhesion sino que ademés estan involucradas en la regulacién de
procesos celulares como la migracién, proliferacion, apoptosis y diferenciacion
celular (Barth 1997).
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Cateninas: caracteristicas estructurales

Las cateninas provienen de una familia de multigenes y poseen estructuras
altamente conservadas, que funcionan en organismos vertebrad.os e
invertebrados (Kemler 1993, Grunwald 1993 ). Inicialmente se identificaron como
un conjunto de 3 polipéptidos (., P y vy catenina) asociados con la E-cadherina
presente en los extractos de las células epiteliales Madin-Darby canine kidney
(MDCK) que coinmunoprecipitaban con detergentes no idnicos como el triton (TX-
100) y posteriormente eran detectados por ensayos de inmunoblot. Estas
proteinas citoplasmicas se unen a las cadherinas de una manera no covalente, en
el dominio citoplasmico altamente conservado de las cadherinas, formando asi
complejos estables (Ozawa 1990b, Bracke 1996, Hinck 1894).

Las cateninas son miembros de la familia armadillo, que incluye a la proteina
armadillo en Drosophila, y a la f-catenina, plakoglobina (y-catenina) y p120<= en
vertebrados. La proteina ammadillo, f-catenina y plakoglobina se unen
directamente a las cadherinas mientras que la y-catenina no; a su vez éstas se

unen a los filamentos de actina intraceluiares (Barth 1997).

Alfa-catenina (102 kD): El gen a-catenina humano se ha asignado al
cromosoma 5q31 (Furukawa 1994). La estructura primaria de la proteina ha sido
elucidada independientemente por dos grupos diferentes (Nagafuchi 1991,
Herrenknecht 1991). La a-catenina es 30% homéloga a fa vinculina, una proteina
de 130 kD que se localiza en las uniones adherentes y se une con alta afinidad a
talina. La molécula vinculina esta a su vez involucrada con la familia de las
integrinas (receptores de adhesion de matriz extracelular). La homologia entre o-
catenina y vinculina se restringe a 3 regiones: amino terminal, central y la region
carboxiterminal. Se ha reportado que estas regiones de la vinculina tienen las
siguientes funciones bioldgicas: interactian con ftalina, se une a actina y

homodimerizan; consecuentemente y dada la homologia estructurat entre ambas
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moléculas, estas funciones biolégicas se atribuyen también a la a-catenina. Se ha
demostrado que a-catenina es esencial para la uniéon de las cadherinas a los
flamentos de actina. Las similitudes estructurales entre ambas moléculas
sugieren que la a-catenina es una proteina de unién a actina.

De manera analoga, la vinculina comparte con la a-catenina una secuencia
peptidica que media la interaccion con talina; consecuentemente se considera a la
a-catenina como una proteina talina-relacionada. La a-catenina también se
encuentra en ceélulas que no expresan cadherinas, en ellas, la a-catenina se
encuentra en el citoplasma y puede poseer otras funciones biologicas ain no
determinadas. La a-catenina se encuentra asociada a todas las cadherinas. Se ha
demostrado que una isoforma de a-catenina se asocia con N-cadherina en células
neurales (aN-catenina), mientras que la N-cadherina puede asociarse con aN-

catenina o aE-catenina (Kemler 1993).

Beta catenina (88, 92 o 94 kD). El gen humano de pS-catenina esta
localizado en el cromosoma 3p21 (Kraus 1994). Se ha demostrado que la g-
catenina se asocia primero con el “polipéptido precursor” de las cadherinas,
probablemente en el reticulo endoplasmico, mientras que « y y catenina se
acoplan posteriormente al complejo. Por medio de andlisis bioguimico se ha
demostrado que la f-catenina interactua directamente con la regién citoplasmica
de las cadherinas. Estudios de clonacion y secuenciacion de a.a. han revelado
63% de homologia con la plakoglobina humana (Mc Crea 1991) y 70% de
identidad con el producto del gen armadillo de Drosophila (miembro de |a clase de
genes wingless). La p-catenina, plakoglobina y la proteina armadillo son
molécuias distintas que coexisten en el mismo tipo celular (Peifer 1992). La
colocalizacién de S-catenina y plakoglobina en el mismo compartimento subcelular
y sus semejanzas estructurales sugieren que estas dos protefinas pueden

interactuar directamente con el dominio citoplasmico de las cadherinas.
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Gamma-catenina (80, 83 6 86 kD). Estudios bioquimicos del complejo
cadherina-catenina indican que la j)-catenina se localiza en la periferia del
complejo. Por medio de estudios de secuenciacion de a.a. se ha sugerido que
existen similitudes de esta molécula con la p-catenina; la homologia de la g-
catenina con la plakoglobina y el hecho de que la y-catenina posee el mismo
patrén electroforético que la plakoglobina, conducen al hecho de que la y-catenina

es idéntica a la plakoglobina.

Actualmente se ha visto que las moléculas de cadherina ademas de

interactuar con las cateninas y regular procesos de adhesién estan involucradas, y
de alguna manera interactian, con otras moléculas regulando otros procesos:
La molécula p120e= se une directamente a los complejos E-cadherina-
plakoglobina; esta molécula es un sustrato de Src, molécula que pertenece a las
tirosin cinasas, y puede ser fosforilada en respuesta a la estimulacion de su
ligando (Reynolds 1994, Barth 1997).

La molécula adenomatous polyposis coli (APC) es una proteina
citoplasmica con un PM de 310 kD que posee varios dominios para interactuar
con otras proteinas, la f-catenina y la plakoglobina también forman complejos con
la APC que se sabe es producto de un gen supresor. Las cadherinas y la proteina
APC compiten por los sitios de union de las cateninas y forman a su vez
complejos independientes que regulan procesos diversos con estas moléculas y

estan involucradas en procesos de transduccion de sefiales (Barth 1997).
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Figura 1. Representacion esquemética del complejo E-cadherina-cateninas y su relacion
con el citoesqueleto. EC extracelular, PM membrana plasmatica, IC intracelular
{Mareel 1996).
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4. DISTRIBUCION DE LAS CADHERINAS EN TEJIDOS

4.1 Expresién de las cadherinas cldsicas en tejidos

Una gran variedad de tipos celulares expresan cadherinas que promueven
su adhesion celular. LLa letra prefijo que se utiliza para nombrar a las cadherinas
clasicas frecuentemente se refiere al tejido u érgano en el cual la molécula se
expresa. La E-cadherina (Cell-CAM120/80 en humano, Uvomorulina en ratén, Arc-
1 en perro, L-CAM en pollo; PM~124 kD) se expresa fundamentalmente en células
epiteliales polarizadas (Takeichi 1988). La N-cadherina (A-CAM, N-Cai-CAM:;
PM=130 kD) se expresa en tejido neural, cardiomiocitos maduros e inmaduros,
muisculo esquelético y pulmén (Knudsen 1990, Radice 1997) y se ha visto que
juega un papel importante en la interaccion de miocitos (célula del tejido cardiaco)
y la miofibrinogénesis (Soler 1995), la N-cadherina conjuntamente con otras
moléculas de adhesion se expresan en tejido nervioso y durante el desarrollo del
musculo esquelético, y se expresa también en fibroblastos de pollo. La P-
cadherina (PM~118 kD) se expresa en una linea celular de fibroblastos de rata .
en placenta de ratdn y en ciertas regiones restringidas del epitelio humano como
la epidermis, mesotelio y epitelio corneal (Geiger 1992, Takeichi 1988); a su vez
un tipo de cadherina puede expresarse en diferentes tejidos y un mismo tejido
puede expresar varias cadherinas, principalmente en la-embriogénesis (Grunwald
1993, Munro 1996, Takeichi 1988).

Por estudios de mapeo, se han localizado los genes de la E, y P-cadherina
en el cromosoma 8 de ratdn y en el cromosoma 16 para el humano. El gen para la
N-cadherina se ha asignado al cromosoma 18 en ambos, humano y ratén
(Grunwald 1993, Bracke 1996).
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4.2 Expresidn de cadherinas durante la morfogénesis del tejido pulmonar

El desarrollo embrionario involucra un proceso denominado patron de
formacién en el cual se establece la velocidad de desarrollo que regira a las
células y por consiguiente al embrién. Este proceso involucra un evento de
induccién primaria que ocurre en la etapas tempranas del desarrollo y es el
causante de que se generen las fres capas germinales: el ectodermo, mesodermo
y endodermo; posteriormente, sigue una induccién secundaria que involucra las
interacciones epitelio-mesénguima que controlan la proliferacion celular y la
diferenciacion del organo y tejido durante el desarrollo.

Es precisamente en estas interacciones epitelio-mesénquima en donde se
encuentran involucrados componentes de la matriz extracelular (ECM), como las
citocinas, receptores de adhesion célula-célula (cadherinas entre otros) y
receptores de célula-ECM.

Durante el desarrollo pulmonar son necesarias estas interacciones epitelio-
mesénquima, ya que primordialmente se presenta crecimiento y ramificacién del
epitelio respitatorio primitivo (tGbulo endodermal) y después se forma el arbol
bronquial. Este proceso se conoce cémo morfogénesis ramificante y es
considerado como el periodo de interacciones epitelio-mesénquima mas activo.

Posterior a la morfogénesis ramificante, se conduce a una diferenciacion
celular que involucra la aparicion de células epiteliales, con las cudles se forma la
porcién bronquial de todo el putmon y la aparicion de las células cuboidales que
forman los sacos terminales.

Como mencioné anteriormente, durante la morfogénesis, desarrollo y
diferenciacién del sistema respiratorio se llevan a cabo interacciones complejas
entre las células y sus productos como: citocinas, componentes de la ECM y
receptores de superficie celular. Cada uno de estos componentes interacciona
con otro(s) o entre si mismo para producir un efecto fisioldgico y dentro de los

receptores de adhesion principalmente involucrados en el desarrollo pulmonar se
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encuentran las integrinas, cadherinas y otros receptores de adhesién celular como
la epimorfina (Minoo 1994).

Las cadherinas que se encuentran involucradas en el proceso morfogénico
del puimén son la E- y P-cadherina y se han realizado muy pocos estudios con el
uso de anticuerpos monoclonales para determinar su distribucion en el epitelio
pulmonar, la expresion de E- y P-cadherina se ha detectado en todas las células
epiteliales del pulmon humano y especificamente, la molécula de E-cadherina se
ha sugerido que se encuentra distribuida en las “uniones adherentes” de las
células epiteliales de pulmon tanto en adultos como en embriones, mientras que la
distribucion de la molécula P-cadherina se encuentra tanto en células epiteliales y
no epiteliales; y se expresa primero en el epitelio rudimentario y posteriormente en
la parte distal del arbol bronquial. Otros estudios han reportado una expresion
transitoria de N-cadherina en el desarrollo del epitelio pulmonar de embriones de
pollo (Hatta 1987).

Durante el desarrollo pulmonar, la expresion de P-cadherina se encuentra
regulada temporalmente, en contraste con la expresion de la E-cadherina que se
expresa constantemente en el epitelio pulmonar. Anticuerpos dirigidos en contra
de la E- y la P-cadherina en cultivo inducen una morfogénesis anormal del epitelio
que se traduce como una deformacion de los i6bulos y tbulos pulmonares (Hirai
1989). £l efecto de inhibicion de la morfogénesis producido por anticuerpos anti-E-
cadherina conduce a anormalidades méas dramaticas que la inhibicion producida
con anti-P-cadherina. La inhibicién de ambas moléculas causa un efecto sinérgico,
en este caso el rearreglo de las células epiteliales se ve afectado y la ramificacién
del epitelio no se lleva acabo. Estos estudios sugieren que existe una
comunicacion celular mediada por cadherinas en las uniones intercelulares que

regulan el proceso morfogénico de las células epiteliales de pulmén (Minoo 1994).
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ANTECEDENTES

5. CANCER

5.1 Oncogenes y genes supresores

Las células normales estan mediadas por sefales externas e internas que
les indican cuando deben proliferar 0 cuando deben dejar de hacerlo. La
capacidad para ignorar estas sefiales constituye una propiedad fundamentai de la
célula neoplasica. ElI cancer parece ser el resultado de la acumulacién de
alteraciones a nivel genético que afectan practicamente a todo el proceso de
regulacion y proliferacién celular. Los tumores malignos del ser humano
constituyen expansiones clonales de ceélulas con alteraciones genéticas
adquiridas que persisten a través de muchas divisiones celulares y que dan lugar
a alteraciones genéticas todavia mayores con progresion de malignidad. En
algunos tumores, las alteraciones genéticas producen la expresion excesiva de
protooncogenes. Estos estan localizados en sitios del genoma humano y son los
responsables de la elaboracion de proteinas que favorecen los procesos de
proliferacién celular. Las células también contienen antioncogenes o genes
supresores, que inhiben la proliferacién celuiar.

En el caso mas sencillo, la activacion de un gen que favorece la
proliferacién implica la sustitucion de un unico nucleétido, produciendo la
alteracion del material genético, con la consiguiente desregulacién de la divisidn
celular. Esta alteraciéon en Gnicamente una copia del gen que, dara lugar a su
activacion y por tanto, a su comportamiento dominante (oncogen).

Por el contrario, la pérdida completa de la funcidon de los genes supresores
se produce nada mas cuando ambas copias paterna y materna estan lesionadas
(Weinberg 1996).
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Existen muchos factores endogenos y exégenos que pueden producir alteraciones
genéticas que de alguna manera conducen a una proliferacion desordenada. Por
ejemplo, la luz ultravioleta puede producir alteraciones genéticas que conducen a
mutaciones a nivel molecular las que de alguna manera favorecen el desarrolio
del cancer cutaneo. La metilacion de la citosina del DNA en los dinucleétidos de
CG (citosina y guanina) parece incrementar la frecuencia de desaminacion
espontanea, ocasionando una mala lectura y la sustitucion de la C por T (timina);
esta aiteracion es especialmente frecuente en los carcinomas de colén y mama.
La alquitacion por nitrosaminas o benzopirenos ambientales, especialmente en el
humo de los cigarrillos, da lugar a las sustituciones de la G por A (adenina) y de G
por T. El riesgo en los carcinomas se ha relacionado con diversos factores
dietéticos, aunque no se conoce el mecanismo a través del cual estan
relacionados el incremento en el riesgo y las alteraciones genéticas en el
desarrollo de carcinomas. Sin embargo, los carcinégenos especificos que
producen la mayor parte de los tumores malignos del ser humano siguen siendo
desconocidos, al tiempo que sabemos muy poco sobre el mecanismo exacto con
el que actuan sobre el DNA, la distribucion tisular de estos efectos y los genes con

caracter critico (Weinberg 1996).

5.2 Capacidad invasiva del céncer y metastasis

Para que las células neoplasicas se liberen del tumor primario y den lugar a
tumores secundarios, deben ser capaces de alcanzar los tejidos adyacentes,
atravesar las paredes vasculares y viajar a otras zonas, en donde estas células se
detienen y crecen. Aunque un gran nimero de las células del tumor primario
pueden introducirse en |a circuiacion, unicamente un 0.01% sobrevive y da lugar a
tumores secundarios. No obstante, como las celulas de los tumores tienen
capacidad para producir metastasis, el volumen del tejido tumoral del paciente

puede incrementarse en forma exponencial. Las células neoplasicas tienden a
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diseminarse a través de todo el organismo, especialmente en 6rganos como el
pulmén, el cerebro, el higado y la médula ésea. La capacidad de metastasis y'su
heterogeneidad biolégica constituyen los obstaculos principales para su
erradicacion.

La capacidad metastasica que pueden tener las células tumorales depende
de varios factores, como la angiogénesis y la adhesién celular entre otros; las
células tumorales deben tener capacidad invasiva para poder generar metastasis
y para ello requieren llevar a cabo los siguientes procesos: perder los mecanismos
de adhesién, romper la membrana basal por mecanismos de digestion proteolitica
y migrar. Las células invasivas deben crecer para posteriormente formar
metastasis en sitios alejados del tejido primario del cual partieron.

Las metastasis requieren una motilidad celular activa no sélo en las células
endoteliales para el proceso de la angiogenesis sino también en las propias
células tumorales. La migracion se inicia por la pérdida de mecanismos de
adhesién en donde se ven involucradas las moléculas de adhesién; ademas de la
formacion de pseuddpodos, seguida por el proceso de traslocacion de toda la
celula. La locomocion de la célula tumoral se realiza a través del ensamblaje y
desensamblaje de filamentos de actina y otros componentes del citoesqueleto
(Kim 1994, Koukoulis 1998).

5.3 Cancer pulmonar

E! cancer de pulmon es un tumor de caracteristicas exclusivas puesto que
en la mayoria de los casos se asocian con un unico y complejo factor ambiental, et
humo del tabaco. Otros contaminantes inhalados, como el asbesto y radon asi
como diversos factores genéticos, también incrementan el riesgo de céﬁcer de
pulmon, especialmente cuando se combinan con el consumo de cigarrillos. Cada
aspiracion hace que los pulmones queden expuestos al ambiente. De esta forma,

las vias respiratorias representan una via de acceso de compuestos adictivos o
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psicoactivos desde e! ambiente hacia el torrente sanguineo. Uno de estos
compuestos de caracter adictivo es la nicotina que puede ser convertida en
potentes carcindgenos de tipo nitrosamina durante la inhalacion y degradacién del
humo del tabaco.

Las nitrosaminas derivadas de la nicotina constituyen carcinégenos
potentes y especificos. Pequefias dosis de nitrosaminacetona derivada de la
nicotina, administrada por via subcutanea, oral o topica, causa la aparicion
predominante de tumores pulmonares en animales de experimentacion. Otro tipo
de carcindgenos que existen en el humo del tabaco son los hidrocarburos
policiclicos como el benzopireno, que se ha visto que también lesionan de forma
directa al DNA (Netter 1989).

Los tumores broncopulmonares se clasifican en tumores primarios y
secundarios; de los primarios se encuentra el carcinoma broncopulmonar y los
llamados tumores benignos broncopulmonares y los secundarios o metastasicos
que a partir de un tumor primario conducen a la aparicion de otro alojado en
cualquier lugar del organismo.

El carcinoma broncopulmonar representa el 90% de todos los tumores
puimonares y por su origen bronquial se le designa también con el nombre de,
carcinoma broncogénico o bronquial (Varela 1996).

En México el cancer de pulmdn es una de las principales causas de muerte
en 1990 segun la Direccion General de Epidemiologia y con respecto a los
canceres malignos, el cancer de pulmén presenta un indice de 6.1 por 100 000,
seguido por los tumores de estdmago con un indice de 5.0 por 100 000 y el
carcinoma cervico uterino con un indice de 4.9 por 100 000 (SSA Direccion
Nacional de Epidemiologia, Registro Nacional de Tumores. Ciudad de México,
1989).

De acuerdo a datos recientes y con respecto a un estudio retrospectivo de
los indices de mortalidad que se presentaron en México durante los afios de

1979-1993 se observd que en los afios estudiados de las 73 807 defunciones se
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presentaba un aumento en el indice de mortalidad de 5.01-7.25 por 100 000
habitantes con respecto a estudios previos. La mortalidad en los pacientes
aumenta con respecto a la edad (60 anos) en ambos sexos. Los riesgos de
mortalidad en los individuos son mas altos en los estados del norte del pais con
respecto a los estados del sur, eésto se debe a que los estados del norte del pais
se encuentran industrialmente mas desarrollados que los estados del sur. Otro
dato importante que aporta este estudio es que el 70% de las defunciones se
presentan en el sexo masculino, 2.7 veces mas que en el sexo femenino y de
éstas el 60% ocurre después de los 65 afios de edad aunque no se descarta la
posibilidad de encontrar pacientes jovenes y con prevalencia de los

adenocarcinomas pulmonares (Lazcano 1997).

5.3.1 Histogénesis del cancer pulmonar

El pulmén se divide en dos partes: |la conductiva y la respiratoria. El
bronquio y los bronquiolos constituyen ia parte conductiva, mientras que el alveolo
constituye la parte respiratoria;, los tumores se dividen a su vez en tumores
centrales que son los que se originan en los bronquios y los tumores periféricos

los cuales se originan en los bronquiolos y/o alveolos (Gazdar 1994).

Clasificacion histologica

La clasificacion de la World Health Organization (WHO) divide al cancer de
pulmén en cuatro grandes categorias: epidermoide (células escamosas),
adenocarcinoma, carcinoma de celulas grandes y carcinoma de células pequefias.
Existen también algunas formas combinadas como el carcinoma adenoescamoso
que es relativamente comun. En algunas ocasiones suelen presentarse
componentes glandulares, de células pequefias 0 escamosas en el mismo tumor,

lo que sugiere que los carcinomas pulmonares comparten un origen endodérmico.
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Carcinoma epidermoide o de células escamosas

El tumor se origina a partir del epitelio bronquial y se cree que representa el
punto final de un proceso de cambio maligno gradual. Desde el punto de vista
histoldgico, los carcinomas de celulas escamosas se reconocen por la presencia
de puentes intercelulares, formacion de nidos celulares, queratinizacion con la
presencia de perlas cérneas y espirilizacion de la poblacion celular. L.a mayoria de
los carcinomas epidermoides se encuentran en los bronguios centrales, no es
sorprendente que los fenémenos obstructivos sean relativamente comunes . El
diagnostico del carcinoma epidermoide se basa en la demostracién de los
cambios histologicos tipicos en el material de biopsia o en la citologia de esputo.
El tumor no tiende a metastatizar sélo hasta muy avanzada su evolucién y, si se
deja sin tratar, la supervivencia del paciente es mas larga que en los demas
carcinomas broncogénicos. En las lesiones periféricas, sin metastasis evidente, la
extirpacién quirurgica causa un indice de supervivencia al cabo de 5 afios superior
al 50%. Sin embargo, una vez que se ha producido la metastasis, la reseccion
quirtrgica total se vuelve mas difici! y los indices de supervivencia descienden
precipitadamente. Si el tumor no puede ser extirpado, entre el 0 y 5% de los
pacientes estaran vivos 5 afios después del diagnodstico. En este tipo de céncer la
intervencidon quirdrgica es mucho mas satisfactoria que la quimioterapia que

resulta ser descepcionante (Netter 1989).

Adenocarcinoma

Un aspecto peculiar del adenocarcinoma de pulmoén es su frecuencia a
aparecer en las regiones periféricas de! parénquima pulmonar, lo cual tiene
importantes consecuencias para la sintomatologia, diagnéstico y terapia. La
configuracion glandular y la produccion de mucina son las caracteristicas que

distinguen histologicamente el adenocarcinoma de otros tipos de carcinomas
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broncogénicos. La estructura de las glandulas puede ser tipicamente acinar, con
mucina llenando su interior, o bien papilar, que consiste en células cilindricas o
cuboidales encajadas dentro de unas proyecciones irregulares en forma de dedo.
La mucina puede estar en localizacion extra o intraceluiar. Para establecer el
diagnostico de adenocarcinoma hay que encontrar al menos uno de estos criterios
histolégicos. Dado que la mayoria de los crecimientos primarios aparecen lejos de
las vias aéreas grandes, son raros los sintomas obstructivos y el tumor tiende a
ser clinicamente silencioso. Con frecuencia, en un examen radiolégico habitual de
térax se encuentra una masa. Cuando finalmente aparecen los sintomas, éstos
incluyen: tos, hemoptisis, dolor toracico y pérdida de peso. Desde el punto de
vista radiolégico, la presentacién mas comun es un nédulo pulmonar periférico
solitario, cercano a la superficie pleural y a menudo con un tamafio inferior a 4 cm.
El tercio restante de adenocarcinomas se origina en un bronguio central y puede
producir los mismos signos y sintomas que se observan en otros canceres de
pulmén. La reseccion es posible en una elevada proporcion de casos pero el
indice de supervivencia a los 5 afios es aun inferior al 10%. Esto se debe a que
las metastasis aparecen bastante precozmente en el curso de la enfermedad,
aunque no tanto como en el carcinoma de células pequefias. El descubrimiento de
ganglios linfaticos positivos en la muestra quirirgica indica un mal pronostico para
la supervivencia a largo plazo. Ni la radioterapia, ni los regimenes
quimioterapedticos han logrado aumentar el indice de supervivencia a 5 afios mas

alla del 5 al 10% de los pacientes afectados {(Netter 1989).
Carcinoma de células grandes

Este tipo de tumor broncogénico primario se diagnostica por exclusion con
respecto a las caracteristicas de los otro tipos de tumores; es decir, si no se
presentan los hallazgos histolégicos del carcinoma de células escamosas o del

adenocarcinoma, el tumor se definird como anaplasico y, si en general las celulas

33



son mayores que los leucocitos, se establecera el diagnéstico de carcinoma de
células grandes. Estas células son pleomorficas y contienen nicleos grandes de
tincién obscura con nucledlos prominentes. Son comunes las mitosis y la variacion
del tamafio celular puede ir acompafiada de una serie de formas celulares que
van desde poligonal a la oval o fusiforme. También se han descrito las variedades
del tumor con células gigantes y células "“De clara”.

En su presentacion clinica o radiologica no hay ninguna caracteristica que
lo distinga de otros tumores pulmonares malignos, excepto que se presenta una
moderada tendencia a que en el examen radiolégico se observa una tesién
grande localizada periféricamente. Mientras que en los adenocarcinomas
periféricos las lesiones son de un diametro inferior a 4 cm en el momento del
diagnostico, en general en los carcinomas anaplasicos de células grandes las
lesiones que se presentan son mayores. Puede presentarse también lesiones
localizadas centralmente.

Las lesiones periféricas son silenciosas durante periodos mas largos que
las lesiones centrales, aunque pueden afectar la pared toracica y causar dolor y
derrames pleurales. Sin embargo, como norma el tumor causa tos, produccién de
esputos, hemoptisis y cuando se encuentra en una via aérea principal, neumonia
obstructiva.

Basados tanto en los criterios histoldégicos como en la observacion clinica,
se considera que estos tumores son extremadamente malignos. Ni la radioterapia

ni la quimioterapia han resultado Utiles para prolongar la vida (Netter 1989).

Carcinoma de células pequerias

De los tumores broncogénicos, el carcinoma de células pequefias es el mas
agresivo y se caracteriza por presentar células de 6 a 8um de diametro, una

proporcién nucleo-citoplasma extremadamente elevada y un hipercromatismo de

los nacleos, en ocasiones las células se confunden con leucocitos, a los que se
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parecen estrechamente. Cuando casi no hay citoplasma y las células estan
comprimidas en forma ovoide, la neoplasia se denomina carcinoma de células en
avena. Estudios recientes sugieren que estos carcinomas derivan de un precursor
embriologico de cresta neural. Esta observacion correlaciona por la presencia de
granulos neurosecretores dentro de las células.

Los tumores anaplasicos de celulas pequefias producen sintomas similares
a los que se ven en otros carcinomas broncogénicos. El sintoma que se presenta
con mas frecuencia es la tos, puede también presentarse dolor toracico, disnea, y
sibilancias. El origen de este tipo de tumores predomina en los grandes bronquios,
no es raro observar en el examen radiolégico masas hiliares o perihiliares. Para su
diagnostico, se sugiere confirmar con estudios histolégicos y citologicos y en la
mayoria de los casos se puede efectuar una broncoscopia, debido a la posicion
central de fa mayoria de los tumores de células pequefias.

El tiempo medio de supervivencia para los pacientes con un carcinoma
pulmonar de células pequefias no tratado es de 7 semanas despues del
diagndstico y la muerte es debida por lo general a la enfermedad metastasica
(Netter 1989).
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5.4 Céncer de pulmoén en México

En nuestro pais la incidencia de los tumores primarios de pulmén de
acuerdo a su clasificacion histologica y apoyados en un estudio reciente realizado
en el Instituto Nacional de Emfermedades Respiratorias (INER) en donde se
estudiaron 1019 pacientes por un periodo de 9 afios, se presentaron los
siguientes hallazgos: 636 casos fueron hombres y 383 mujeres, el intervalo de
edad con mayor nimero de casos fué de 61-70 aifos.

El analisis histopatolégico mostré un alto porcentaje de tumores de tipo
adenocarcinoma (47.2%), seguido de los carcinomas epidermoides (37.3%), los
tumores de células pequefias presentaron sélo un, 10.3%. Otras variedades
combinadas e incluyendo al tumor de células grandes solo se observe en un
pequefio porcentaje. Con respecto al sexo, el adenocarcinoma present6 el mayor
numero de casos en mujeres (54%) que en hombres (43%) v en el cancer
epidermoide la mayoria fueron hombres (42.1% vs 29.2%), el tumor de celulas
pequefias presentd muy poca diferencia pero predomin6 en el sexo femenino
(9.8% vs 10.7%) y en los otros tipos histologicos incluyendo el de células grandes
esta relacion fué poco significativa ya que la incidencia en mujeres con respecto a
fos hombres fué de 6% vs 5%. Una cuestién que es importante mencionar es que
del total de estos casos, el 66.7% son fumadores con un alto porcentaje en los
hombres con respecto a las mujeres (85.8% vs 34.9%) (Medina 19986, Lazcano
1997).
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6. FUNCION E IMPORTANCIA BIOLOGICA DE LAS E- y N-CADHERINAS

6.1 Funcién organizadora y supresora de la E-cadherina

La E-cadherina modula el proceso involucrado en el reconocimiento y
adhesion celular, ademas de inducir la polarizacién celular. La polaridad de las
células epiteliales implica que la distribucién de las células en un tejido esta
restringida a ciertas regiones de la membrana plasmatica; la polaridad celular es
condicionante para la funcién del epitelio, como es el transporte de fluidos de una
manera vectorial, como es el caso de la distribucibn de sodio, potasio,
adenosintrifosfato y el receptor del factor de crecimiento epidermal (Munro 1996).
La formacion e integridad funcional tanto de las uniones adherentes, las uniones
tight, uniones gap y desmosomas presentes en las células epiteliales son
reguladas por medio de la E-cadherina, ZO-1, conexina 43 y desmoplakina
respectivamente (Bracke 1996).

Un hecho relevante es que la E-cadherina ademas de ser responsable de
la polaridad celular del epitelio, esta involucrada en la diferenciacion glandular y
estratificacion epidérmica, considerandose por lo tanto como una molécula
organizadora (Bracke 1996).

Recientemente se le ha atribuido a la E-cadherina el papel de gen supresor
ya que se ha observado que en lineas celulares altamente invasivas cuando se
transfectan con el gen para la E-cadherina, éstas pierden su capacidad invasiva,
por otro lado en experimentos inmunohistoquimicos se ha observado que en los
carcinomas gastricos se presenta una mutacion puntual en el gen 16q22.1 que es
en donde se encuentra la E-cadherina, este tipo de mutaciones son silenciosas y
dan evidencia in vivo de que las alteraciones en ia E-cadherina juegan un papel
importante en el desarrollo y progresion de este tipo particular de cancer
(Pignatelli 1993, Birchmeier 1995).
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6.2 Funcién de Ila N-cadherina durante el desarrollo neural y |Ia

miofibrinogénesis

La expresion de las cadherinas durante la embriogénesis se ha visto que se
encuentra regulada en los aspectos de espacio y tiempo, es decir la expresién de
las cadherinas esta coordinada con la desaparicién de la E-cadherina en las
células del ectodermo y la aparicion de la N-cadherina durante la diferenciacion de
las células hacia el mesodermo. &n la diferenciacidén del mesodermo hacia varios
tejidos, la expresion de la N-cadherina cambia dindmicamente, algunas células
mantienen la expresion y otras células la pierden. Durante este proceso de
diferenciacion, la expresion de la N-cadherina aparece en el tubo neural en donde
esta cadherina se encuentra en mayor propercion.

En la etapa de diferenciacion del sistema nervioso central (SNC) la
expresion de la N-cadherina se presenta, de manera variable en las diferentes
regiones, es decir, en algunos tejidos como en el cerebelo se observa una
distribucién de la N-cadherina aGn en el tejido maduro pero restringida a ciertas
regiones; sin embargo, en |a retina neural y el nervio Optico la expresion de la N-
cadherina sblo se expresa en los estadios tempranos y se va perdiendo a manera
que el tejido se va diferenciando y su expresién se restringe sélo a la membrana
limitante (Takeichi 1988).

Con respecto a la funcién de la molécula de N-cadherina en la
miofibrinogénesis, existe evidencia de la participacion de ésta en la formacion de
miotibulos y su papel en la adhesion de las células del tejido cardiaco. El proceso
de miogénesis involucra mecanismos de reconocimiento y adhesién celular
dependientes de calcio, en donde la molécula N-cadherina y A-CAM estan
directamente involucradas. Por medio de estudios de inmunoblot se identifico que
ambas moléculas mostraban una banda de peso molecular similar, concluyéndose

que se trataba de la misma molécula aunque originalmente la molécuta A-CAM se
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identificd en musculo cardiaco y la N-cadherina se identifico en cerebro (Knudsen
1990).

7. CADHERINAS EN CANCER

7.1 Adhesion celular en tumores

Los tumores, comparados con tejido normal muestran irregularidades como
son: desdiferenciacion, pérdida de la arquitectura y, si son malignos presentan
caracteristicas invasivas.

En los tejidos aitamente organizados estas funciones se controlan por
sefales mediadas por factores solubles {ej. hormonas y factores de crecimiento )
6 por factores insolubles (ej. moléculas de adhesion). Las células tumorales han
perdido la capacidad de responder normalmente a las sefiales reguladoras de
crecimiento que son inducidas por las interacciones célula-célula y célula-ECM, en
las que participan diferentes moléculas de adhesion; lo que conduce a un
desorden en la adhesion de estas células y sugiere que las moléculas que
controlan estos procesos son productos de genes supresores (Hedrick 1993). Se
ha postulado que los cambios en las interacciones ceélula-celula y célula-ECM
favorecen la capacidad de las células tumorales a invadir el tejido normal y migrar
a sitios distantes y se sugiere que alteraciones en los mecanismos de adhesion
son necesarios para que el tumor lleve a cabo los procesos de invasion y
metastasis (Pignatelli 1994, Koukoulis 1998).

En estudios histolégicos se ha observado que los carcinomas invasivos
tienen reducida su diferenciacion epitelial y las células adquieren caracteristicas
mesenquimatosas y mediante microscopia electronica se muestran disminuidos
sus desmosomas, por lo que se ha propuesto que [as células malignas requieren

de ia disminucion en la adhesion intercelular para adquirir una conducta invasiva.
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Las células epiteliales con respecto a las células del mesénquima son
morfolégica y funcionalmente diferentes; las células epiteliales expresan uniones
intercelulares, son polares y son inmoéviles, mientras que las células
mesenquimales estan asociadas de una manera desordenada, no son polares y
estan rodeadas por una matriz extracelular. Los procesos de adhesién que rigen a
estas ceélulas mesenquimales son mediados principalmente por SAMs mientras
que en las celulas epiteliales los procesos de adhesidon estan principaimente
regulados por CAMs (Hynes 1992, Birchmeier 1994).

La molécula que principalmente esta involucrada en [a pérdida de
diferenciacion de las células epiteliales y que la alteracion en su expresion
conduce a una pérdida de la adhesividad y se sugiere que favorece la invasividad

de las células tumorales, es la E-cadherina (Birchmeier 1994).

7.2 Expresion de la E-cadherina en células tumorales

En condiciones normales, las células epiteliales tanto de ratén como de
humano expresan de una manera estable moléculas de E-cadherina in vivo. Se ha
confirmado que aun en estados de inflamacién o en zonas adyacentes al tumor,
los tejidos continuan expresando de una manera constante a la E-cadherina como
principal molécula de adhesién; esto sugiere que la expresion de la E-cadherina
no esta influenciada por el microambiente celular (Shiozaky 1991, Shiozaky 1996).

Los tumores estan constituidos por una poblacién heterogénea de células,
consecuentemente la expresion de cadherinas es irregular, es decir, muestran un
patron de expresion variable (Munro 1996). Se ha visto que un 68% de los
tumores con expresion reducida de E-cadherina muestran un patrén de expresion
anormal en las estructuras celulares del tumor in vivo; ya que pueden presentar
una localizacion de la E-cadherina en el citoplasma celular; este acontecimiento
sugiere que existen desérdenes estructurales y funcionales de las moléculas de E-

cadherina en células tumorales (Shiozaky 1991).
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7.3 E-cadherina como molécula supresora de la invasién

En tumores humanos, el estudio de la pérdida de alelos se usa para
identificar a genes supresores tumorales. Recientemente, se ha detectado que Ia
pérdida del alelo (LOH) del brazo largo del cromosoma 16 se manifiesta en varios
tumores; en el caso de carcinoma hepatocelular, la pérdida de este alelo (LOH) se
localiza especificamente en el locus 16922.1 que es el sitio del gen para la
molécula E-cadherina y correlaciona con la progresion del tumor.

Las investigaciones atribuyen a la E-cadherina el papel de moiécula
supresora, este concepto proviene de dos tipos de estudios: 1) Estudios que
correlacionan la baja expresion de la E-cadherina en tumores invasivos y 2)
Regulacién en la expresion de la E-cadherina que conduce a una inhibicién e
induccién de la invasion. |

Con respecto a estos estudios, se ha concluido que existe una relacion
inversa entre la expresion de E-cadherina y la progresion de tumores malignos.
Por medio de estudios inmunohistoquimicos e hibridaciones in situ en tejidos, se
ha observado que la expresion reducida de ia E-cadherina se correlaciona con los
siguientes parametros: fendémenos de progresion de tumor, pérdida de
diferenciacién, invasion, potencial metastasico y mal pronéstico (Bracke 1996).

El patron de expresion reducido de la E-cadherina se ha sugerido que
puede ser consecuencia de una supresidn, error en la transcripcion o una
mutacion en el gen de ésta. Otro hallazgo importante que explica su disfuncién es
un desorden transduccional o pérdida alélica del gen 16q (Birchmeier 1995,
Shiozaki 1996).

La expresion disminuida de E-cadherina se observa en tumores con
caracteristicas histopatoldgicas agresivas, que se definen por un grado
morfolégico invasivo e infiltramiento linfatico (metastasis). La expresion reducida
de la E-cadherina se observa mas frecuentemente en tumores con metastasis que

en aquellos con crecimiento invasivo (Shiozaki 1996, Bracke 1996).
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Existen muy pocos y contradictorios estudios en relacién a carcinomas
pulmonares y en algunos se ha sugerido que en el adenocarcinoma pulmonar
invasivo la expresion de la molécuia E-cadherina se encuentra distribuida de
manera homogénea, sin embargo otros estudios sugieren que existe correlacion
en la expresién y la diferenciacion de los tumores pulmonares (Matsuura 1992,
Bongiorno 1995, Soler 1995, B6hm 1994). El hecho de que ésta se exprese en
tumores invasivos sugiere que bajo ciertas circunstancias la E-cadherina no es
suficientemente activa como supresora de la invasién, alternativamente otra razén
que explica la disfucién de la E-cadherina es la baja expresion de la a-catenina lo
que conduce a un mal ensamblaje del complejo cadherina-catenina como es el
caso de cancer de esofago, estbmago, colén y mama. Otra razén puede ser una
delecién en el residuo 107 de a.a. del amino terminal de la B-catenina, la g
catenina mutada interactla con la E-cadherina pero no con la a-catenina
impidiendo de esta manera la conformacién funcional del complejo cadherina-
catenina (Shiozaki 1996).

Desde el punto de vista clinico existen moléculas que regulan Ia funciéon de
la E-cadherina siendo de gran valor para la terapia futura del cancer, entre ellas
se incluyen el factor de crecimiento parecido a insulina 1 (IGF-1), tangeretin y
tamoxifén (Bracke 1996).

7.4 Expresion de la N-cadherina en células epiteliales normales y en células

tumorales

En relacién a la N-cadherina no existen estudios en cuanto a su expresion y
distribucion en epitelio normal. Con respecto a los diferentes tipos histologicos de
cancer pulmonar, solo existe un reporte asociado a los adenocarcinomas (Soler

1995).
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8. JUSTIFICACION

El cancer de pulmon es una de las neoplasias mas dificiles de tratar y
desafortunadamente no hay una amplia variedad de tratamientos y el uso de la
radioterapia y la quimioterapia son meétodos paliativos y rara vez prolongan la vida
del paciente. Se ha descrito que la molécula E-cadherina modula la adhesion
intercelutar de manera homofilica en los epitelios y que una alteracidon en su
expresion conduce a procesos de invasion y metastasis, por lo que se ha sugerido
que puede ser utilizado como un marcador de la agresividad mostrada por el
tumor. Con respecto al cancer de pulmén existen muy pocos estudios sobre la
expresion de E-cadherina y estos han arrojado resultados contradictorios, en
relacién a la N-cadherina no se han realizado estudios. Por lo cual, hemos
decidido determinar la expresion de la E- y N-cadherina y correlacionar éstas con
el grado de diferenciacion expresado en los distintos tipos histoldgicos de cancer

puimonar.
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9. HIPOTESIS

Los diferentes tumores pulmonares que son de origen epitelial muestran
una alteracion en el patrén y grado de expresion de E-cadherina lo que
correlaciona con el grado de diferenciacién del tumor. Con respecto a los tumores
de células pequefias que se asocian con un origen neuroenddcrino y muestran un
comportamiento clinico altamente invasivo y metastasico preferentemente se
asociaran con una mayor alteracién en la expresion y distribucién de la E- y N-

cadherinas.
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OBJETIVOS

10. OBJETIVO GENERAL

Determinar el patrén y el grado de expresién de las moléculas de E- y N-
cadherinas en los diferentes tipos histoldgicos de cancer pulmonar vy
correlacionarlo con el tipo histoloégico, grado de diferenciacion y potencial

metastasico.

10.1 Objetivos particulares

1. Determinar el patrén y grado de expresion para la E-cadherina en el

epitelio respiratorio bronquial y alveolar.

2. Determinar el patrén y grado de expresién para la N-cadherina en el

epitelio respiratoric bronquial y alveolar.

3. Determinar la alteracion en la expresion de la E-cadherina en biopsias y
autopsias gque provengan de los tipos histologicos de cancer pulmonar

mas frecuentes en la poblacién mexicana.
4. Determinar la alteracién en la expresion de la N-cadherina en cortes
histoldgicos de los tipos de cancer pulmonar mas frecuentes en la

poblacién mexicana.

5. Correlacionar la expresion de las moléculas de E- y N-cadherinas

empleando cortes seriados del tumor de un mismo sujeto.
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MATERIAL Y METODOS

11. MATERIAL EMPLEADO EN EL METODO INMUNOHISTOQUIMICO

Especimenes

Se emplearon cortes histologicos seriados de biopsias y autopsias de
carcinomas pulmonares incluidas en parafina que representan a los distintos
carcinomas pulmonares, los cortes tenian un grosor de 4-6 micras. Las muestras
fueron proporcionadas por el Departamento de Patologia del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias. Para este estudio, se utilizaron en total 85 casos
distribuidos de la siguiente manera: 25 adenocarcinomas (ADCA), 21 casos de
cancer epidermoide, 11 casos de cancer de células pequefias, 12 casos de
cancer de celulas grandes, 16 casos de pulmén normal con zonas de epitelio
bronquial y alveolar. En el caso de neoplasias, éstas se clasificaron de acuerdo a

sus diferentes grados de diferenciacion.

Anticuerpos

Anti E-cadherina (anticuerpo monoclonal IgG1 de rata, anti uvomorulina,
clona DECMA-1) y Anti N-cadherina (anticuerpo monoclonal IgG1 de ratén, anti-A
cell Adhesion Molecule, Clona GC-4) ambos obtenidos de Sigma Chemical (St
Louis, MO). Se empleardn como segundos anticuerpos: anticuerpo anti-rata
biotinilado y el anti-raton biotinilado respectivamente, obtenidos de DAKO Corp
(Denmark). Como sistema amplificador de la reaccion se empled el complejo
Estreptoavidina-Biotina-Peroxidasa (streptABComplexfHRP de DAKQO Corp

Denmark), el cual contiene un reactivo compuesto por biotina peroxidada y la
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estreptoavidina. Como sistema revelador se utilizd peréxido de hidrégeno vy

3,3'diaminobenzidina tetrahidrocloruro (DAB).

Inmunohistoquimica

Una etapa previa al procedimiento de inmunohistoquimica fué desparafinar
e hidratar los cortes, éstos se sometieron a calor (horno 60°C) durante 5 minutos
para desparafinar y posteriormente someterlos a bafios de xilol, y diferentes
grados de alcohol (etanol absoluto, 70%, 50%, 20%, por 5 min en cada bafio) y
finaimente en agua destilada, durante todo el proceso no se permitid que los
cortes se secaran. Antes de iniciar el protocolo de inmunohistoquimica los cortes
se mantuvieron en amortiguador de lavado HNC (ver Apéndice).

El procedimiento de inmunohistoquimica se realizé a temperatura ambiente.
Las laminillas se colocaron en jarras Coplin para tratar previamente el tejido a
estudiar con 3% de peréxido de hidrégeno en metanol (ver Apéndice) durante 30
minutos con el fin de eliminar la peroxidasa enddgena presente en el tejido;
posteriormente, la laminilla se incub6 con suero normal de cerdo al 2% en
amortiguador de HEPES, cloruro de sodio y cloruro de calcio a pH=7.4
(amortiguador de lavado HNC) conteniendo 0.5% (V/V) de triton X-100 (ver
Apéndice} durante 30 min para bloquear los receptores para el fragmento F¢ que
presente el tejido, eliminando de esta manera el pegado inespecifico de los
anticuerpos utilizados posteriormente. De manera subsecuente se incubd con el
anticuerpo a la dilucion optima (previamente determinada) durante 2 horas en
camara homeda. Posteriormente se lavaron las laminillas con el amortiguador de
lavado (HNC-tween) 3 veces, seguido de un bafio breve de 5 minutos en HNC con
agitacion suave, se incuba con el correspondiente segundo anticuerpo a la
dilucion optima (previamente determinada) durante 1 hora en cadmara humeda.

Posteriormente, las secciones se incubaron con el complejo

Estreptoavidina-Biotina-Peroxidasa (DAKO corp.) en una proporcién 1:1 como lo
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recomienda el fabricante y a una dilucion previamente determinada para evitar el
pegado inespecifico. Se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente. Se
lavaron con el amortiguador de lavado y posteriormente se afnadié el sustrato, que
consisti6 de peroxido de hidrégeno conteniendo 3,3' diaminobenzidina
tetrahidrocloruro (DAB) en HNC que produce un precipitado color sepia en las
regiones inmunorreactivas. Finalmente, se lavé la preparacidn con agua corriente,
se contrastd con hematoxilina de Harris durante un minuto y se sometié al proceso

de deshidratacién y montaje (Carson 1995).

12. CRITERIOS PARA LA EVALUACION DE RESULTADOS

En este trabajo se pretendid estudiar dos parametros que de alguna
manera nos dan pauta para poder estudiar la conducta del tumor; los parametros
que se evaluaron en este estudio por medio de inmunohistoquimica fueron el
grado de expresidon y el patrén de expresion de las E- y N-cadherinas para
posteriormente correlacionarlo con el grado de diferenciacion del tumor. Es
importante recordar que esta técnica inmunohistoguimica nbs da una idea
semicuantitativa de la expresién de moléculas de adhesion en los cortes de
tumores estudiados. Estos dos parametros se evaluaron de manera independiente
como a continuacion mencionaré.

La expresion de las cadherinas en los diferentes canceres humanos que se
han estudiado previamente por otros investigadores, entra dentro de la
clasificacion que a continuacién emplearemos para la evaluacion de los casos
estudiados (Takeichi 1893).

El patron de expresion es un pardmetro que nos da una idea de la
distribucién celular que tienen las moléculas de cadherinas estudiadas en los
diferentes tumores estudiados. Las laminillas tratadas se examinaron por dos

observadores a diferentes tiempos y el patrén de expresion de E- y N-cadherina
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en el tejido tratado se evalud en microscopio Optico de acuerdo a los siguientes

criterios:

¥

1. Reforzamiento

Si la inmunorreactividad del anticuerpo se encuentra en el
citoplasma y es de forma granular ademas de presentar una acentuada

inmunorreacion a nivel de la membrana celular (Fig 3G, 3H).

2. Granular

Si se presenta un puntilleo a nive! del citoplasma que puede ser
fino o grueso, que puede ser homogéneo (Fig 2A) o heterogéneo en el
corte (Fig 2E).

3. Por gradiente

Si la expresion se presenta de manera focal o zonal, es decir,
que se observa una mayor inmunorreactividad en las celulas de areas
bien diferenciadas y una menor inmunomeacion en zonas menos
diferenciadas (Fig 3E).

4. Negativo

Cuando no se detecta la presencia de la molécula y la tincion no
se distingue del fondo (Fig 2H, 3D).

S

El grado de expresion se evalud de manera semicuantitativa y de acuerdo a

la inmunorreactividad que presenté cada uno de los casos con respecto al

anticuerpo para la E- y N-cadherina; se asignaron valores numéricos que van de

acuerdo a la expresion de las moléculas de adhesion en estudio, los criterios que

se asignaron a cada nimero o nivel fué el siguiente:

VALOR ASIGNADO COMENTARIO
4 La inmunorreaccion es muy fuerte
3 La inmunorreaccion es franca
2 La tincién se presenta de manera moderada
1 La inmunorreaccion es muy débil
Neg No se presenta inmunorreacion o no se distingue del fondo
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Controles

Los controles que se emplearon en la técnica inmunohistoquimica se
utilizaron para determinar la peroxidasa enddgena y el pegado inespecifico de los
segundos anticuerpos tanto para el segundo anticuerpo biotinilado anti-rata y el
biotinilado anti-raton y que se emplearon en la determinacién de E-cadherina y N-

cadherina respectivamente y de acuerdo al siguiente protocolo:

PROTOCOLO DE INMUNOHISTOQUIMICA

- ~ CONTROL - CONTROLDEZ20 | CONTROL DE 2o
REACTIVO - DE | . ECADHERINA | ANTICUERPOANTE | N-CADHERINA | ANTICUERPO ANTE
PEROXIDASA | . 1 rRAm _ | marov

H202 * sl sl si si si
SUero de cordo '. si si si si si
ac.prlrnario‘ no si no si 6o
ac.sewndaﬁo-. no sl si si si
oprnpllejo ABC_ si s i si si
DAB 5i s si si sl

» Para la preparacion de los reactivos empleados en |a técnica inmunohistoquimica revisar el apéndice

«»Posterior al ensaye inmunohistoguimico se procede a contrastar, deshidratar y montar tas taminillas {ver apéndice)

13. ANALISIS ESTADISTICO DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos se analizaran estadisticamente por medio de la
prueba de correlacién de Spearman para determinar si se presentd alguna
asociacion significativa entre la expresién de las moléculas de E- y N-cadherinas
definidas del cero al cuatro versus los grados de diferenciacion presentes en los

distintos tipos histolégicos de cancer de pulmon.

50



Controles

Los controles que se emplearon en la técnica inmunohistoquimica se
utitizaron para determinar la peroxidasa endogena y el pegado inespecifico de los
segundos anticuerpos tanto para el segundo anticuerpo biotinilado anti-rata y el
biotinilado anti-raton y que se emplearon en la determinacion de E-cadherina y N-

cadherina respectivamente y de acuerdo al siguiente protocolo:

PROTOCOLO DE INMUNOHISTOQUIMICA

, ~ CONTROL - | CONTROLDEZo 1 | ConTROLDE 20
REACTIVO . DE | ECADHERINA | ANTICUEREGANTR | M-CADHERINA | anicuErPO ANT-
| perowmasa | - mm | pmow
H 2 - ’ st si sl si s
‘suarod&q-m}o,-ﬁ " ' i si 8i si si
ac.primario » . no 5i no si no
ac.secundatio . no L1 8i 5i si
cdmpiejo ABC ' si s si si si
DAB sl si si si si

» Para la preparacion de los reactivos empleados en la técnica inmunohistoquimica revisar el apéndice

»+Posterior &l ensayo inmunohistoquimico se procede a contrastar, deshidratar y montar las laminillas {ver apéndice)

13. ANALISIS ESTADISTICO DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos se analizaran estadisticamente por medio de la
prueba de correlacion de Spearman para determinar si se presentd alguna
asociacion significativa entre la expresion de las moléculas de E- y N-cadherinas
definidas del cero al cuatro versus los grados de diferenciacion presentes en los

distintos tipos histologicos de cancer de pulmén.
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RESULTADOS

14. ESTANDARIZACION DE PARAMETROS VARIABLES

En la técnica de inmunohistoquimica deben controlarse algunos parametros
que interfieren directamente con el resultado a esperar. Los parametros que se
estandarizaron en orden de su realizacién fueron:

1. Dilucidn éptima de segundo anticuerpo
2. Dilucion 6ptima de complejo estreptoavidina biotina
3. Dilucion 6ptima de anticuerpo primario

El espécimen empleado para estandarizar las diluciones del segundo
anticuerpo, del complejo estreptoavidina biotina y anticuerpo primario fué de un
corte seriado de biopsia de pulmon, en el caso de los anticuerpos primarios se
utilizé6 primero un corte seriado de corazdon que sirvié para verificar la
inmunoreactividad del anticuepo para la N-cadherina y para la E-cadherina se
utilizé un corte seriado de pulmén; para estandarizar las diluciones optimas de los
anticuerpos primarios se utilizo el mismo corte- de puimén que en Ia
estandarizacion del complejo y los segundos anticuerpos como ya se mencioné

anteriormente.

14.1 Dilucidén dptima de los segundos anticuerpos

Se emplearon dos tipos de anticuerpos secundarios, un anticuerpo anti-rata
conjugado a biotina y otro anti-ratén conjugado a biotina cada uno con
especificidad en contra de la especie en donde se produjeron los anticuerpos a E-

cadherina y N-cadherina respectivamente. Las diluciones empleadas fueron las

siguientes:
ANTICUERPOS | DILUCIONES
antirata | 1.250 15500 | 7750
anti-raton 1250 15500 1750
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Ademas de las diluciones empleadas para los segundos anticuerpos se
utilizd un control de peroxidasa endogena y la técnica inmunohistoquimica se
realiz de acuerdo al protocolo mostrado en la pagina anterior y eliminando ia

adicion de los anticuerpos primarios.

Los resultados obtenidos en este ensayo nos permitieron establecer la
dilucion éptima a emplear a las condiciones previamente establecidas: la dilucion
6ptima para ambos anticuerpos secundarios, fué de 1:250 con un tiempo de
incubacion de una hora como se detalldé anteriormente en el protocolo de la

técnica inmunohistoquimica.

14.2 Dilucion optima del complejo estreptoavidina-biotina

En este ensayo se utilizé un control de peroxidasa y las diluciones variables
del complejo estreptoavidina-biotina en un corte seriado de biopsia pulmonar,
eliminando la adicion del anticuerpo primario y secundario de acuerdo al siguiente

esquema:

REACTIVO  DILUCIONES

COMPLEJO, ' 1150 1300 | 1600 | 1:900
»  Elcomplejo empleato es el streptABCompleHRP (estreptoavidina-biotina) de DAKO corp

Con respecto al ensayo anterior se sugirié utilizar la dilucion mas
concentrada del complejo ya que no se presentd pegado inespecifico del complejo
streptABComplex/HRP en ninguna de las diluciones probadas. La dilucién ¢ptima
a emplear en la técnica inmunohistoquimica fué de 1:150 y se mantuvo constante

para todos los caso empleados.
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14.3 Dilucion 6ptima de los anticuerpos primarios

Se utilizaron dos anticuerpos primarios uno dirigido en contra de la
molécula E-cadherina y el otro para evidenciar la expresién de la molécula N-
cadherina.

La dilucion que se utilizé para el anticuerpo E-cadherina y N-cadherina se
probd como mencione anteriormente en cortes seriados de pulmén, de acuerdo al

siguiente esquema:

ANTICUERPOS _ DILUCIONES
E-CADHERINA 150 1100 1:200 1:400
N-CADHERINA 150 1100 1:200 1400

Es importante mencionar que para verificar la reactividad del anticuerpo anti

N-cadherina se emplearon previamente cortes seriados de corazén humano.

Una vez realizados los ensayos de acuerdo al protocolo de
inmunohistoquimica y empleando los parametros previamente estandarizados se
observd que la dilucion optima para el anticuerpo primario E-cadherina fué de
1:100 y para el anticuerpo N-cadherina fué de 1:50. Los ensayos subsecuentes se
realizaron de acuerdo a las diluciones previamente ensayadas tanto de los

anticuerpos primarios, secundarios y la dilucién &ptima del complejo.
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15. ANALISIS DE RESULTADOS

El grupo de prueba para este estudio fué integrado por 85 casos
distribuidos de la siguiente manera: 25 adenocarcinomas, 21 casos de cancer tipo
epidermoide, 11 casos de cancer de células pequefias, 12 casos de cancer de
células grandes, 16 casos de pulmon normal con zonas de epitelio bronquial y
alveolar. Se observé que el grado de expresion de las moléculas de E- y N-
cadherinas presentaban un comportamiento diferente en los tumores por lo que se
evaluaron y analizaron de manera independiente.

El grado de expresion de las cadherinas para cada uno de los casos
estudiados se evaluo de acuerdo a la reaccion que presentaron y se les asignaron
valores con respecto al nivel de inmunorreaccion que presentaron de acuerdo al
los criterios previamente mencionados en criterios para la evaluacién de

resultados.

15.1 Expresiéon de E- y N-cadherinas en cortes histolégicos de epitelio

pulmonar normal

Se analizaron cortes histolégicos de pulmén normal como un parametro de
referencia para posteriormente poder evaluar los tumores y a su vez, estos cortes
se utilizaron como controles positivos para el ensayo inmunohistoquimico. Se
estudiaron zonas en las que se observaban células epiteliales bronquiales y/o
alveolares, se evaiud la expresion de las moléculas de E- y N-cadherinas
considerando el grado y el patrén de expresién (Tabla 1).

El grado de expresion de E-cadherina en las zonas del epitelio pulmonar
bronquial iba de fuerte a franco es decir, presentd un nivel de expresion de 4 o 3
respectivamente (Fig 2G). Por otro lado, se observé en la misma zona del pulmén

normal que [a N-cadherina se expresaba en menor grado ya que se encontré una
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inmunorreaccién muy débil o moderada (valor asignado 1 o 2 respectivamente)
(Figura no mostrada).

Otro parametro que evaluamos fué el patrén de expresion de la E-
cadherina que en estos casos de epitelio bronquial normal fué de manera
granular, es decir que la inmunorreaccion se presenté en forma de granulos a
nivel del citoplasma y confinada principalmente en la superficie luminal de las
células epiteliales ciliadas (Fig 2G). Para la N-cadherina se observd la misma
distribucion solo que en menor grado (Figura no mostrada).

Las zonas del epitelio alveolar normal expresaron a la molécula E-
cadherina de manera debil (valor asignado 1) y no se presentd inmunorreaccion

para la N-cadherina (Figuras no mostradas).
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15.2 Expresién de E- y N-cadherinas en carcinomas pulmonares
Adenocarcinomas

El grupo de adenocarcinomas (ADCA) estudiados estuvo compuesto por 25
casos que de acuerdo a su grado de diferenciacién se agruparon de la siguiente
manera, de los ADCA bien diferenciados (BD) se estudiaron 9 casos, de los
moderadamente diferenciados (MD) se estudiaron 8 casos y por Ultimo de los
poco diferenciados (PD) se estudiaron 8 casos.

De acuerdo a los datos obtenidos y mostrados en la Tabla 1 se observd
que el comportamiento del grupo de los ADCA BD con respecto al grado de
expresion de la molécula E-cadherina fué el siguiente: de los 9 casos que
conforman este grupo, 7 de ellos que representan al 76% presentaron una tincion
homogénea fuerte que corresponde al valor de 4 (Fig 2A); de estos 9 casos, un
caso que corresponde al 12% presentd un grado de expresion franco o 3, y sélo
un caso que corresponde al 12% presenté un grado de expresion débil o 1, en
este grupo no se presentaron casos negativos.

De los 8 casos que conforman el grupo de los ADCA MD, 5 casos que
corresponden al 63% presentd un grado de expresién franco o 3, 2 casos que
corresponden al 24% presentaron un grado de expresién moderado o 2 y sélo un
caso que corresponde al 13% presentd un grado de expresion débil o 1, este
grupo de tumores tampoco presentd casos negativos.

Con respecto al grupo de los 8 casos de ADCA PD se cbservé o siguiente:
un caso de los 8 que corresponde al 13% del grupo presentd una tincion fuerte
que corresponde a 4, otro caso que corresponde de igual manera al 13% presenté
una tincion franca o 3 (Fig 2E), otro caso presentd una tincién moderada o 2, otros
3 casos que corresponden al 38% presentaron una tincioén débil o 1 y los dltimos 2
casos que corresponden al 24% no presentaron inmunorreactividad a la E-

cadberina.
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Por otro lado, la expresion de la N-cadherina fué de la siguiente manera,
del grupo de los ADCA BD que esta integrado por 9 casos, uno de ellos que
representa al 12% presentd un grado de expresion fuerte que corresponde al valor
asignado 3 (Fig 2B), de los 9 casos totales 4 de ellos que corresponden al 44%
presenté una tincién moderada o 2 (Fig 2D), 3 de ellos que corresponden al 33%
presentd una tincion débil o 1 y un caso que corresponden al 12% no presentd
inmunorreaccion a la molécula N-cadherina.

Del grupo de los ADCA MD que esta integrado por 8 casos, 3 de ellos que
corresponden al 38% presentaron un grado de expresion moderado o 2, otros 3
casos presentaron un grado de expresion débil o 1 y los 2 casos restantes que
corresponden al 24% de los casos no presentaron inmunorreaccién a la N-
cadherina.

- Del grupo de los ADCA PD que esta integrado por 8 casos, un caso que
corresponde a un 13% presentd un grado de expresidon moderado o 2, otro caso
presentd una tincion débil y los 6 casos restantes que corresponden al 74% no

presentaron inmunorreaccion a la N-cadherina (Fig 2F).

En este grupo histologico se encontré por la prueba no paramétrica de
Spearman que existe una correlacion significativa del grado de expresion de E- y
N-cadherinas con respecto al grado de diferenciacion presente en los 25
Adenocarcinomas estudiados con una r = 0.656 y P=0.00 para E-cadherina y una
r=0.527 y P=0.007 para N-cadherina.

Un aspecto importante de mencionar es que cuando se compard el grado
de expresion entre la E- y N-cadherina en un mismo caso, el comportamiento de
los grupos de tumores en su mayoria (67%) fué de la siguiente manera: en los
tumores ADCA BD el 45% de los casos se teiiian fuertemente para la E-cadherina
y de manera heterogénea como se puede observar en el recuadro de la Fig 2C y
moderadamente para la N-cadherina como se ve en el recuadro de la Fig 2D, es

decir un valor de E-cadherina con 4 y para la N-cadherina con 2, estos casos
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presentaron una diferencia de dos grados abajo para la expresién de la N-
cadherina; en otros casos (22%) se observé un comportamiento similar es decir, el
grado de expresion para ia E-cadherina fué 4 mientras que para la N-cadherina
fué de 1 (Fig 4A).

En los ADCA MD observamos algo similar al comparar el grado de
expresion de la E-cadherina contra la N-cadherina por cada caso, pero en este
grupo no fué tan drastica la disminucién de la expresién para la N-cadherina ya
que el 37% de los casos presentd una expresién franca para la E-cadherina y un
grado de expresion moderado para la N-cadherina es decir un 3 vs 2: en este
grupo de tumores observamos que existe una diferencia de sélo un nivel abajo
para el grado de expresién de la N-cadherina con respecto a la E-cadherina, el
24% de los casos en este grupo también presenté un grado de expresion abajo
para la E- y N-cadherina a valores asignados de 2 vs 1 (Fig 4B).

En el grupo de los ADCA PD observamos que un 37% de los casos
presenté un grado de expresion de E-cadherina débil o 1 contra la no expresidn
de la N-cadherina como se observa en la Fig 2F y otro 24% de los casos no
expresd ninguna de las dos moléculas de cadherina estudiadas (Fig 4C).

En cuanto al patron de expresion de los ADCA con respecto a la E-
cadherina fué de manera granular homogénea como se observa en la Fig 2A o
heterogenea como se ve en la Fig 2C y 2E.

Para la N-cadherina el patron de expresion fué de igual manera granuiar
pero con una distribucién citoplasmica diferente con respecto a lo observado para
la E-cadherina incluso en la misma zona del tumor, como se observa en la Fig 2A
y 2B en donde en el mismo tumor (incluso se trata de la misma area tumoral) se
comparan las tinciones para E- y N-cadherina respectivamente y se observa
claramente que la tincién tiene una diferente disposicion en la célula.

Un detalle importante que cabe mencionar es que en los diferentes grados

de diferenciacion que muestran los tumores evaluados, el patron de expresion se
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presenta de la misma manera es decir que, tumores poco v bien diferenciados

presentan patrones de expresion granulares homogéneos y heterogeneos.
Carcinomas epidermoides

El carcinoma epidermoide a diferencia del ADCA esta compuesto por una
poblacidn de células heterogéneas ya que dentro de un mismo tumor
encontramos células BD y PD. El grado de diferenciacién en este tipo de tumores
se asigna de acuerdo a la diferenciacion de las células que se presentan en
mayor proporcidn, lo que resulta de alguna manera arbitrario.

El grupo de carcinomas tipo epidermoide fué integrado por 21 casos de los
cuales 9 eran BD, 10 eran MD y sélo 2 casos eran carcinomas epidermoides PD
(Ver Tabla 1). Con respecto a la expresién de E-cadherina en este grupo se
presentd el siguiente comportamiento: de los 9 casos que integran el grupo de
carcinomas epidermoides BD, 4 de ellos que corresponden al 44% de los casos
presentd un grado de expresién fuerte o 4 (Fig 3E) y los otros 5 casos que
corresponden al 56% presentd un grado de expresion franco que corresponde a 3
(Fig 3G y 3H), en este grupo no se presentaron casos con un grado de expresion
moderado, débil ni casos negativos.

El grupo de los carcinomas epidermoides MD que fué integrado por 10
casos presentd el siguiente comportamiento: un caso que corresponde al 10%
presenté una inmunorreaccion fuerte o 4, 4 casos que corresponden al 40% de los
casos present6 una tincion franca o 3, otros 4 casos que corresponden al 40% de
los casos presentd una tincibn moderada o 2 y sélo un caso de los 10 que
integran al grupo y que corresponde al 10% no presento reactividad al anticuerpo
anti-E-cadherina.

El grupo de carcinomas epidermoides PD fué integrado por 2 casos, un
caso presentd un grado de expresion débil o 1 y corresponde al 50% y el otro

caso que corresponde al 50% no presentd inmunorreaccién al anticuerpo anti-E-
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cadherina. En este grupo de tumores, la muestra fué muy pequefia pero de alguna
manera dentro de los cortes histologicos de los casos con un mayor grado de
diferenciacion, se podian encontrar zonas con diferentes grados de diferenciacion,
es decir que se observaban zonas bien diferenciadas y zonas poco diferenciadas
y se observaba que en las zonas poco diferenciadas la inmunorreaccion era muy
débil o negativa, lo que correlaciona con lo expresado en el grupo pobremente
diferenciado.

Con respecto a la expresion de la molécula N-cadherina se observd que de
los 9 casos que integran el grupo de los carcinomas epidermoides BD, 2 casos
que corresponden al 22% presento una tincién franca o 3, otros 2 casos que
corresponden al 22% presentaron una inmunorreaccion moderada o 2, 4 casos
que corresponden al 44% presentaron una tincién débil (Fig 3F) y solo un caso
que corresponde al 12% de los casos no presenté inmunorreaccién a la N-
cadherina (Tabla 1).

El grupo de los carcinomas epidermoides MD que estuvo integrado por 10
casos presentd el siguiente comportamiento: 3 casos (30%) presentaron una
tincion moderada o 2, otros 3 casos presentaron una tincion débil o 1 y 4 casos de
fos 10 que corresponden al 40% no presentaron inmunorreaccion a la N-cadherina
(Tabla 1).

Del grupo de los carcinomas epidermoides PD que fué integrado por 2

casos, ninguno presentd inmunorreaccion a la N-cadherina.

De los 21 casos de carcinoma epidermoide estudiados y analizados por la
prueba de correlacion de Spearman se encontré que existe una correlacion

significativa del grado de expresion de E- y N-cadherinas con respecto al grado de

diferenciacion con una r = 0.692 y P=0.00 para E-cadherina y r = 0470 y
P=0.0313 para N-cadherina.
Al comparar el grado de expresion de E- y N-cadherina por caso

observamos que en los carcinomas epidermoides BD un 23% bajo 3 niveles para
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el grado de expresion (4 vs 1), otro 22% bajé 2 niveles para el grado de expresion
(3 vs 1) y el resto (55%) bajo en sdlo un nivel el grado de expresién para E- y N-
cadherina respectivamente (Fig 5A).

En las Fig 3E y 3F puede observarse de manera evidente la disminucién en
el grado de tincion para E- y N-cadherina en el mismo tumor ya que en el recuadro
de la Fig 3E se observa un caso de tumor epidermoide con un grado de expresion
4 (fuerte) y en el.recuadro de la Fig 3F se observa el mismo tumor con ia tincion
para la N-cadherina con un valor asignado de 1 (débil).

En los carcinomas epidermoides MD (Fig 5B) se observa que un 40% de
los casos bajan en un solo nivel el grado de expresion es decir que, el 20% de los
casos bajd de 2 vs 1 y otro 20% bajé de 3 vs 2 para E- y N-cadherina
respectivamente. Los otros casos tienen un comportamiento similar es decir que la
expresién de N-cadherina baja con respecto al grado de expresion para la E-
cadherina.

En la Fig 5C se ejemplifican los carcinomas epidermoides PD que se

estudiaron y se encontré que practicamente son negativos para ambas moléculas.

En otro aspecto y con respecto al patrén de expresién de la molécula E-
cadherina, en los carcinomas epidermoides éste fué con reforzamiento por
gradiente o focal, es decir que en las subpoblaciones de células bien
diferenciadas se presentd una inmunorreaccién franca, de manera granular y en la
mayoria de los casos observamos reforzamiento de membrana que esta indicado
con una punta de flecha en los recuadros de las Fig 3G y 3H mientras que en las
zonas con celulas moderadamente diferenciadas se presentd una
inmunorreaccién moderada y en las zonas de células poco diferenciadas no se
present6é inmunorreacion o en algunos casos fué muy débil. La inmunorreaccion
se observd de manera homogéenea o hetercgénea en ios cortes ademas de ser

granular en las células tumorales y fué a nivel de citoplasma (Fig 3E).
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El patrén de expresion para la N-cadherina en los carcinomas epidermoides
fué también por gradiente o focal, a nivel de citoplasma, granular y de manéra
homogenea o heterogénea un aspecto importante es que no se presentd
reforzamiento y se encuentra disminuida con respecto a ta E-cadherina.

En la Fig 3E se observa un caso epidermoide BD con un grado de
expresion de 4 (fuerte), es muy evidente observar el patrén de expresion focal o
por gradiente para ambas moléculas es decir, en las zonas bien diferenciadas
observamos una tincion fuerte y en las zonas MD y PD se ve disminuida la
reaccion e incluso negativa, en la Fig 3F se observa el homélogo, la N-cadherina
para el mismo tumor y es evidente la disminucién en el grado de expresién (débil
o 1) también se ve claramente el patrén de expresion que de igual manera es
focal o por gradiente.

En general el patron de expresion para ambas moléculas E- y N-cadherina
en los casos es de manera focal o por gradiente, granular y citoplasmica en
ambos grados de diferenciacién (BD y MD) y en el caso de los carcinomas

epidermoides PD no se present6 inmunorreaccion a la N-cadherina.
Carcinoma de células pequenas

El grupo de carcinoma de células pequefias estuvo compuesto por 11
casos de los cuales 9 que corresponden al 82% no expresaron E-cadherina (Fig
2H) y s6lo dos si la expresaron, un caso que corresponde al 9% present6 una
inmunorreaccion franca o 3 y el otro caso que corresponde a otro 9% presentd
una tincién débil o 1 (Tabla 1).

Con respecto a la N-cadherina, 10 casos de los 11 que integran al grupo y
que corresponden al 91% no expresd [a molécula N-cadherina y sélo un caso que

corresponde al 9% presentd un grado de expresién debil o 1 (Tabla 1).
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Con respecto al patron de expresion que presentaron los dos carcinomas
de ceélulas pequefias tanto para la E-cadherina y N-cadherina fué de manera

granular, homogéneo y a nivel de citoplasma.
Carcinoma de células grandes

Este grupo de carcinomas esta compuesto por 12 casos que por sus
caracteristicas histopatologicas no se integran dentro de las clasificaciones de los
carcinomas antes mencionadas, por lo que este grupo per se es muy
heterogeneo, considerando ésto y observando los resultados de ia tabla 1
observamos que 3 casos que integran al grupo y que corresponden al 25% de los
tumores estudiados presentaron un grado de expresion fuerte que corresponde a
4 (Fig 3A) y otros 3 casos que corresponden al 25% presentd un grado de
expresion franco o 3, otros 2 casos que corresponden al 16% presentd un grado
de expresion moderado 0 2 y 3 casos que corresponden a otro 25% presentaron
una tincion débil (Fig 3C) y sélo un caso de los 12 que integran al grupo y que
corresponde al 9% de los casos no expreso la E-cadherina (Fig 3D).

En cuanto al grado de expresién para la N-cadherina e comportamiento de
este grupo de células grandes fué de igual manera irregular, ya que un caso de
los 12 que corresponde al 9% presenté un grado de expresion fuerte o 3, 4 casos
que corresponden al 33% presento un grado de expresion moderado o 2, otros 4
casos presentaron un grado de expresién débil o 1 (Fig 3B) y los 3 casos
restantes que conforman el grupo y que corresponden al 25% no expreso a la
molécula N-cadherina (Fig 3D).

Con respecto al patrén de expresion de la E-cadherina para este grupo de
tumores fué de igual manera muy irregular ya que algunos casos presentaron un
patrén granular homogéneo (Fig 3A) y a nivel de citoplasma como en los ADCA y
otros casos presentaron un patrén focal o por gradiente y con reforzamiento como

en el caso de los carcinomas de tipo epidermoide.

63



En cuanto al patrén que se presentd para la N-cadherina fué asimismo
irregular, en algunos casos se encontrd un patrén granular homogéneo (Fig 3B) y
en otros focal o por gradiente y sin reforzamiento.

En cuanto al grado de expresién de la molécula N-cadherina se presentd
disminuido con respecto a lo observado para la E-cadherina en el mismo caso
estudiado (Fig 6). Al comparar por caso la expresién de E- y N-cadherinas
observamos que el comportamiento de este grupo, como se menciond
anteriormente, fué muy irregular al igual que para el grado de expresién y patrén
de expresion, ya que observamos que en algunos casos la disminucion en el
grado de expresion de la N-cadherina con respecto a E-cadherina fué de uno, dos

y hasta tres niveles abajo (Fig 6).
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16. RELACION DE TABLAS Y FIGURAS
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FIG 3



FIG 2. Inmunolocalizacion de E- y N-cadherina en ADCA, epitelio normal y carcinoma de céluias
pequefias. Expresion de E-cadherina en un ADCA BD, con un grado de expresién fuerte y un
patrén granular homogéneo (A). El mismo campo del ADCA anterior para la inmunotincién de N-
cadherina, es evidente la disminucion del grado de expresion (B). Expresién de E-cadherina en un
ADCA BD con un patrén granular heterogéneo (C). Ei mismo caso anterior para N-cadherina con un
grado de expresion disminuido (D). ADCA PD con un grado de expresién franco (3) para E-
cadherina y un patron granular heterogéneo (E). El homélogo para N-cadherina del caso anterior,
con una inmunotincion negativa (F). Epitelio bronquial normal, es evidente la expresién de la E-
cadherina en las células epiteliales ciliadas (G). Carcinoma de células pequefias (granos de avena)
que no expresd E-cadherina ni N-cadherina (H). Los recuadros anteriores estan contrastados con

hematoxilina de Harris y tienen un aumento de 40X.

FIG 3. Expresion de E- y N-cadherinas en carcinomas de células grandes y carcinomas
epidermoides. Inmunolocalizacion de E-cadherina en un carcinoma de células grandes, con un
grado de expresion fuerte y un patron granular homogéneo (A), el homélogo del caso anterior para
N-cadherina, es evidente la disminucion en la expresion (B). Carcinoma de células grandes con un
grado de expresion débil para la E-cadherina con un patrén granular homogéneo (C). Un caso de
carcinoma de células grandes negativo para E- y N-cadherinas (D). Los recuadros anteriores estan
contrastados con hematoxilina de Harris y tienen un aumento de 40X. Carcinoma .epidermoide con
un grado de expresién fuerte para la E-cadherina, con un patrén por gradiente (E), el homologo
para el caso anterior para N-cadherina, es evidente la disminucion en el grado de expresion y el
patron por gradiente (F). Los recuadros anteriores estan contrastados con hematoxilina de Harris y
tienen un aumento de 20X. Carcinoma epidermoide nétese (punta de flecha) el patrén con
reforzamiento, es evidente la inmunorreaccién a nivel de membrana (G); Carcinoma epidermoide o
escamoso nétese la distribucion de las células en escamas y el patrén con reforzamiento (punta de
flecha). Los recuadros G y H estan contrastados con hematoxilina de Harris y tienen un aumento de
40X.
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RELACION DE LA EXPRESION DE E- Y N-CADHERINA

POR CASO
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RELACION DE LA EXPRESION DE E- Y N- CADHERINA
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RELACION DE LA EXPRESION DE E- Y N-CADHERINA

POR CASO

CELULAS GRANDES

E-1 vs N-1
10% E-1vs N-O
E-2 vs N-1 20%
10%

E-2vs N-2 /

10% |

E-0 vs N-0
10%
E-3vs N-
10%
E-4 vs N-2
E-4 vs N-1 20%
10%
FIG 6

72



FIG 4, 5y 6. RELACION DE LA EXPRESION DE E- Y N-CADHERINA PCOR CASO. En estos
graficos se confrontan los grados de expresidn de E-cadherina y su homélogo, N-cadherina en un
mismo tumor. Claves: E-y N-es él tipo de cadherina expresada, los digitos implican el grado de
expresion que se presentd en cada caso. Los porcentajes mostrados reflejan los casos que
presentaron un comportamiento determinado es decir, en la Fig 4A el 45% de los Adenocarcinomas
bien diferenciados present6 un grado de expresion fuerte o 4 para E-cadherina y su homoélogo N-
cadherina presentd un grado de expresion moderado 0 2, nétese la evidente disminucion en el
grado de expresion para la N-cadherina en el mismo espécimen, ‘
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DISCUSION

El cancer de pulmén esta constituido por tumores con caracteristicas
histopatologicas muy heterogéneas, sus tumores derivan de células progenitoras
diferentes, su agresividad clinica es muy variada y consecuentemente el
pronéstico de los pacientes. Por su comportamiento clinico, el cancer de células
pequefias es el mas agresivo y tiende a ser mas metastasico en procesos
tempranos de la enfermedad, mientras que el cancer de tipo epidermoide tiende a
localizarse en la cavidad toraxica y las metastasis son menos frecuentes. La
agresividad de los adenocarcinomas es intermedia entre estos tipos de tumores
pulmonares. Los factores especificos que determinan la agresividad de estos
tumores es muy variada y de éstos, la capacidad de invasion y metastasis que
presentan las células tumorales es una caracteristica muy importante. Una
caracteristica que favorece que un tumor pueda tener capacidad invasiva y
metastasica es la pérdida de la cohesién celular y es en este proceso de adhesion
en donde la participacion de a familia de las cadherinas juegan un papel decisivo
(Shiosaky 1997).

Los carcinomas pulmonares en estudio derivan del tejido epitelial pulmonar,
en los controles de epitelio pulmonar que utilizamos observamos que la molécula
E-cadherina se expresa en las células de epitelio bronquial normal, mostrando un
patrén granular a nivel de citoplasma y confinada preferentemente a la superficie
luminal de las células epiteliales ciliadas, con un grado de expresion fuerte. Con
respecto a la N-cadherina se observé el mismo patrén de expresion pero en
menor grado, lo que refieja una menor expresion de esta molécula en la células
estudiadas.

En cambio, en la zona de epitelio alveolar la expresién de la molécula E-
cadherina fué muy débil, probablemente por su estructura laxa y el poco contacto

entre las células. La expresion de la molécula N-cadherina en el epitelio alveolar
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no se presentd. Algunos reportes previos mencionan que la expresién de la
molecula E-cadherina se presenta tanto en las células epiteliales bronquia!'es
como en las células epiteliales alveolares, aunque en estas dltimas Ia tincidn es
debil (Sorscher 1995, Bongiorno 1995, Shimoyama 1989). Otro grupo de
investigacion sugiere una fuerte expresion de E-cadherina en el epitelio alveolar y
bronquial lo que coincide parcialmente con nuestras observaciones (Bshm 1994).

En los carcinomas de tipo ADCA, el grado de expresién que presenta la E-
cadherina correlaciona con el grado de diferenciacién presente en las células
neoplasicas. Nuestros resultados coinciden con las observaciones de Bohm y cols
(Bohm 1994) a pesar de que ellos trabajaron cortes histolégicos de muestras
preservadas en congelacion y emplearon un anticuerpo monoclonal obteriido de
una clona diferente. Otro grupos (Takeichi 1993, Sorscher 1995, Sulzer 1998) han
empleado condiciones similares a las nuestras, obteniendo resultados
semejantes, es decir que los tumores que presentan una mayor diferenciacion
mantienen niveles altos de E-cadherina mientras que los tumores
desdiferenciados muestran niveles reducidos de ella.

La expresién de la N-cadherina en los carcinomas de tipo ADCA mostré
una drastica disminucién con respecto a lo observado para la E-cadherina ya que
una gran proporcion de los tumores ADCA BD y MD expresaron muy débilmente
esta molécula. En relacién a la inmunorreaccion de esta molécula en carcinomas
pulmonares existen reportes de un grupo de investigadores que emplean un
anticuerpo diferente al nuestro y utilizan tanto cortes parafinados como
congelados, encontrando en ambos reportes que los ADCA muestran una débil
expresion e incluso negativa de la N-cadherina, lo que correlaciona con nuestros
resultados (Soler 1995, Han 1997).

Este tipo histolégico a pesar de que mantiene la expresion de la E-
cadherina y presenta una evidente expresion reducida para la N-cadherina y de

acuerdo con los resultados del epitelio normal en donde se presenta la expresion
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de ambas moléculas, pudiera sugerir una explicacién del comportamiento clinico
que presenta este grupo.

En relacién a los carcinomas epidermoides observamos que la expresion
de la E-cadherina correlaciona de manera directa con el grado de diferenciacion
que presentaron los tumores. Ademas esta molécula se expresd tanto a nivel
citoplasmico como a nivel de membrana en las células que mostraban un mayor
grado de diferenciacion, lo que sugiere una mayor adhesion intercelular en este
tipo de células. A pesar de que hay pocos estudios (Sulzer 1998, Sorscher 1995)
en este tipo de tumor pulmonar, los reportes sugieren un comportamiento similar
al que fué descrito por nosotros a pesar que un grupo de ellos utilizé un
anticuerpo de una clona diferente a la que nosotros empleamos.

En un estudio previo realizado en lineas celulares (Sullivan 1997) se
observé que la expresiéon de la E-cadherina en las lineas de origen epidermoide
presentaron un patrén menos alterado que en las lineas de adenocarcinoma lo
que correlaciona con nuestros resultados y que sugiere que los estudios
realizados in vitro en lineas celulares pueden compararse, en este caso, con el
comportamiento de los tumores pulmonares.

Por ofro lado, la expresibn de la N-cadherina en los carcinomas
epidermoides se observé que se encuentra disminuida pero no es tan drastica
esta disminuciébn como la que presentaron los ADCA, el hecho de que estas
células expresen tanto a E- y N-cadherinas y ademas presenten una acentuada
expresion de E-cadherina a nivel de membrana podria sugerir que estas células
tienen un sistema de adhesidon menos alterado y consecuentemente pudieran
tener menos posibilidades de liberarse del tumor primario y adquirir conductas
invasivas y metastasicas, con respecto a lo anterior nuestros resuitados explican
el comportamiento clinico menos agresivo que presentan estos tumores con
respecto al grupo de ADCA y al de los carcinomas de células pequerias.

En el tipo histolégico de células pequefias, las moléculas de E- y N-

cadherina no se expresan como se esperaba ya que suponiamos que por ser de
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origen neural expresarian a la molécula N-cadherina e incluso también a la E-
cadherina por ser un tumor derivado de epitelio, pero en nuestros resultados
observamos que no se presentd inmunorreaccién a ninguna de las dos cadherinas
estudiadas.

Nuestros resultados coinciden con un estudio previo realizado en lineas
celulares de células pequefas en donde no se observa la expresién de E-
cadherina (Sullivan 1997), lo que correlaciona con nuestros resultados obtenidos
a partir de muestras de tumores.

Nuestros resultados parecen indicar que los carcinomas de células
pequefnas presentan importantes alteraciones en su mecanismo de adhesion lo
que se refleja en la no expresién de E- y N-cadherina y pudiera sugerir que este
tipo de células tengan més posibilidades de poder migrar y generar procesos de
invasién y metastasis, lo que de alguna manera correlaciona con el
comportamiento clinico que presentan e:te tipo de tumores.

El grupo de los carcinomas de céluias grandes presentd un comportamiento
muy irregular en cuanto al grado y al patrdn de expresién de la E-cadherina y no
encontramos ninguna correlacion con respecto al grado y al patrén de expresién
en este grupo, con respecto a la N-cadherina observamos que presentd una
expresion reducida pero de igual manera no se observé ninguna tendencia,
suponemos que es debido a que histopatolégicamente este grupo es muy
heterogéneo y estos tumores no comparten entre si las mismas caracteristicas ya
que con respecto a su localizacién esta puede ser periférica como en el ADCA o
central como en el carcinoma epidermoide. Este hecho, de alguna manera
coincide con estudios histopatolégicos, que sugieren que este tipo de tumor es
_ producto de un carcinoma tipo ADCA o carcinoma epidermoide muy
desdiferenciado y que de alguna manera ha perdido las caracteristicas
histopatolégicas de las células de las cuales derivd, estas caracteristicas de

heterogeneidad en el grupo pueden verse reflejadas en nuestros resultados.
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Con respecto al comportamiento de las cadherinas en otros tumores,
observamos que en estudios previos se ha sugerido al igual que nosotros que
existe una marcada correlacién con respecto a la pérdida de expresion de la E-
cadherina y la desdiferenciacion en algunos otros carcinomas. Esta correlacion se
ha estudiado en cancer de prostata (Umbas 1992, Umbas 1994), cancer de mama
(Oka 1993, Shiosaki 1991}, vejiga urinaria (Ross 1995, Syrigos 1995), cancer de
esofago (Shiosaki 1991), cancer de cabeza y cuello (Sorscher 1995a). En relacién
a la expresién de la molécula N-cadherina en carcinomas humanos no existen
reportes a la fecha.

Una excepcidn con respecto a la correlacién del grado de expresion de la
E-cadherina y el grado de diferenciacién es el cancer gastrico, en donde se ha
reportado que la expresion de ésta es uniforme y preservada tanto en los tumores
bien diferenciados como en los tumores poco diferenciados (Shimoyama 1991,
Shiosaki 1991).

Consideraciones a futuro

Como ya mencioné en la introduccion, se ha estudiado previamente que las
cadherinas funcionan como un sistema integrado en donde intervienen otras
moleculas llamadas cateninas y se sugiere que la disfuncion de este complejo
cadherina-catenina dafia el mecanismo de adhesion intercelular, seria importante
estudiar que pasa con estas cateninas en los tumores pulmonares o también
observar por métodos de biologia molecular que pasa con la expresion de las
cadherinas y cateninas en este tipo de tumores, ya que es necesario el correcto
ensamblaje del complejo cadherina-cateninas para que se lleve a cabo de manera
adecuada la adhesion intercelular y homotipica de las células epiteliales.

Basados en estas observaciones y las anteriores, se sugiere continuar con
el estudio de las moleculas de E- y N-cadherinas-cateninas como un complejo

funcional para explicar el comportamiento de las células tumorales en puimén y
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para futuro poderio utilizar como un marcador pronéstico o de malignidad de

ayuda clinica en el area oncologica.
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CONCLUSIONES

La expresion de E-cadherina en el epitelio bronquial normai fué granular
citoplasmico y confinado preferentemente en la superficie luminal y con
respecto a la N-cadherina se presentd un comportamiento de expresion
semejante pero en menor grado. En el epitelio alveolar la expresién de E-
cadherina fue muy débil y no se presentd inmunorreaccion para la N-

cadherina.

La expresion de la molécula E-cadherina en el grupo de ADCA y cércinomas
epidermoides presenta una correlacion directa con respecto al grado de

diferenciacion.
La expresion de la molécula N-cadherina se encuentra disminuida con
respecto a la E-cadherina y correlaciona con el grado de diferenciacion en los

carcinomas epidermoides y en los ADCA.

La disminucion del grado de expresion de ia N-cadherina con respecto a la E-

cadherina en los ADCA es mas evidente que en los carcinomas epidermoides.
La localizacion de la molécula E-cadherina en los tumores tipo ADCA bien
diferenciados y carcinomas epidermoide bien diferenciados es diferente ya que
en estos ultimos es citoplasmica y acentuada a nivel de membrana.

El carcinoma de células pequefias no expresa E-cadherina ni N-cadherina.

En los carcinomas de células grandes la expresién de E- y N-cadherinas

presentd un comportamiento erratico.
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APENDICE

AMORTIGUADOR HNC pH=7.4
HEPES (10 mM) &cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanetsulfonico 3.5 g
Cloruro de calcio  (2mM) 03g
Cloruro de sodio {150mM) 13.1g
Ajustar pH=7.4, aforar a 1500mL

AMORTIGUADOR DE LAVADO (HNC-tween 0.1%)
HNC pH=7.4 1000 mL
tween 20 . . C 1mL

SOLUCION DE PEROXIDO DE HIDROGENO AL 3%
H,0, al 30% 3mL

Metanol 30 mL

SOLUCION HNC- 2% SUERO- 0.5%(V/V)TRITON TX-100

Suero de cerdo 04mL
HNC ' 20.0 mL
Tritén (TX-100) 0.1 mL

SOLUCION DE DIAMINOBENCIDINA (DAB)

DAB 40mg
HNC 10.0 mL
H,O, 4.0 ul
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