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Resumen

Introduccion. La reduccion en la acumulacioén intracelular de los farmacos, es uno de los mecanismos mas frecuentes de
resistencia a los antineoplasicos. Las proteinas transportadoras de membrana juegan un papel esencial en éste fenémeno.
Material y Métodos. Se recogieron 147 muestras tumorales procedentes de 143 pacientes. De éstas, 35 eran broncoscoépicas y
112 quirirgicas. Resultaron validas para el estudio 101 muestras correspondientes a 99 pacientes. Las muestras tumorales
criocongeladas fueron sometidas a analisis inmunohistoquimico para la deteccion de las tres MDR-proteinas, Pgp, Mrp1 y Lrp
Resultados. No expresaban ninguna proteina, 16 casos. Expresaban una sola proteina, 32 casos: 3 Pgp, 11 Mrp1 y 18 Lrp=0.
Expresaban dos proteinas, 34 casos: 24 Pgp y Lrp, 5 Mrp1 y Pgp, 5 Mrp1 y Lrp=0. Expresaban las tres proteinas, 17 casos.No
hemos detectado relacion significativa entre la edad y la expresion de Pgp (p=0.74), Mrp1 (p=0.95), o Lrp (p=0.26). No
detectamos diferencias significativas entre sexos, tanto al analizar por el niimero (p=0.72), como por el tipo (p=0.39) de
proteinas expresadas de forma simultanea.Tampoco detectamos diferencias significativas entre los diferentes estadios
tumorales, tanto para el niimero (p=0.55), como para el tipo (p=0.21) de MDR-proteinas expresada. Tampoco detectamos
diferencias significativas entre los diferentes grados histolégicos, tanto para el niimero (p=0.59), como para el tipo (p=0.51) de
MDR-proteinas expresadas simultaneamente esadas simultaneamente.

La tendencia de Pgp y Lrp a expresase asociadas ha resultado muy significativa (p<0.01), no ocurrié lo mismo para la sociacion
Pgp y Mrpl (p=0.18) o Mrpl y Lrp (p=0.26).

Conclusiones. El cancer de pulmén expresa con frecuencia MDR-proteinas.De las tres MDR-proteinas estudiadas, Pgp Mrp1 y Lrp,
es Lrp la mas frecuentemente expresada. Los adenocarcinomas expresan menos Mrpl que el resto de los tipos histolégicos.Los
carcinomas escamosos expresan menos Lrp que los adenocarcinomas y carcinomas indiferenciados de célula grande.Una
proporcion importante de pacientes expresan de forma simultanea mas de una MDR-proteina.Los carcinomas escamosos, son los
que con mas frecuencia expresan Pgp, Mrpl y Lrp de forma simultanea. Pgp se expresa fundamentalmente asociada a Lrp. La
expresion de Pgp y el nimero de proteinas expresadas simultaneamente, puede afectar de forma negativa la respuesta a la
quimioterapia.
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A. PAREDES-LARIO ET AL. — EXPRESION DE PROTEINAS RELACIONADAS CON MDR-PROTEINAS

SUMMARY

Background. Intracelular drug acumulation reduction plays an important role in resistente to chemotherapy in neoplasms. MDR-
proteins regulate this cell activity.

Methods.- 147 tumor simples were collected from 143 patients. 35 were done by bronchoscopy and 112 were surgical specimens.
101 samples from 99 patients were valid for the study. Cryopreservation and immunohystochemestry for detection of MDR-
proteins:Pgp, Mrpl y Lrp, was done by monoclocal murine Ab.

Results., 16 cases did not expressed any protein.One protein was expressed in 32 cases: 3 Pgp, 11 Mrpl and18 Lrp=0. Two
proteins were expressed in 34 cases: 24 Pgp and Lrp, 5 Mrpl y Pgp, 5 Mrpl y Lrp=0. 17 cases expressed all three proteins, 17
casos. No diferences were observed in this expresion according to age: Pgp (p=0.74), Mrp1 (p=0.95), Lrp (p=0.26), sex::
numerical (p=0.72), type (p=0.39) of simultaneoulsy expressed proteins. Neither differences were observed according tumor:
numerical (p=0.55), type(p=0.21)and pathology grade: both numerical (p=0.59) or type considered (p=0.51). Tendency of
simultaneous expresion of Pgp and Lrp has been very significant a (p<0.01). The same was not observed in the association
between Mrp1 and Lrp (p=0.26).

Conclussions.Lung cancer frequently express MDR-proteins. Lrp is the most frequent. Adenocarcinoma express less Mrpl than
the rest of patholy classes. Squamous carcinoma express less Lrp than adenocarcinoma and large-cell undifferenciatd
carcinomas. More than two proteins are expressed simultaneously in significant number of cases. Squamous-cell carcinomas tend
to express Pgp, Mrpl and Lrp simultaneously. Pgp is expressed usually associated to Lrp. PgP expression and the number of
MDR-proteins simultaneously may have influence on resistence to chemotherapy.

Key Words: MDR-proteins, Cancer, Lung.

LABURPENA

Sarrera.- Zelularen barru gertatzen den kimioterapikoa pilaketaren murriztasuna gaitasun handia du minbiziaren erresistentzia sor
izan dadila erakusteko. MDR-proteinak gai honetan arakargarritasun berezia dute.

Metodoa.- 147 tumore zatiak 143 gaixoarengatik hartuak izan dira lan hau aurrera izana. 35 bronkoskopiaren bidez hatuak izan
dira eta 112 ebakuntzaren bidezkoak. 101 zatiak, 99 gaixokoak baliozkoak izan dira ikerketa aurrera eraman izana.
Kriopreserbazioa eta immunohistokimia- AK monoklonolaren bidez - MDR-proteinak azal izanal izateko erabili dira. Hiru proteinak
nehurtuak izan dira: Pgp, Mrpl eta Lrp.

Emaitzak. 16 kasu ez zuten proteina bakarra era erakutsi. Proteina bat azaldu zen 32 kasuetan: 3 Pgp, 11 Mrpl eta 18 Lrp=0. Bi
proteinak azaldu ziren 34 kasutan: 24 Pgp eta Lrp, 5 Mrpl eta Pgp, 5Mrpl eta Lrp=0. 17 kasutan hiru proteinak azaltzen ziren. Ez
dira ere ezberditasunik: numerikoa (p=0.72), mota (p=0.39) azaltzen diren proteina guzriak balorazia egin eta gero. Ez dira ere
ezberditasunik sor tumorearen izentasuna kontutan harturik: numerikoa (p=0.55), mota (p=0.26) hartuak izan direnean.
Ondorioak.- Birikiko minbiziak maitz erakusten ditu MDR-proyeinaren azalpena, gehien bat Lrp. Adenokarzinomak gutxiago
erakusten du Mrpl beste tumore motare-kin konparatuz. Eskamoso motako minbiziak gutxiago azalten du Lrp adenokarzinoma eta
gutxi diferentziatuak diren tumoreak baino. Bi baino proyein gehiago azaltzen dire kasu azalpena eta beste MDR-proteinarekin
adoz duten azaltzeko erreztezuna kontutan harturik garrantzia izan daiteke birikiko minbiziaren dagoen erresistentzia
kimioterapiarengan ondo uler izan dadila.

GILTZA HITZAK: MDR-proteinak, Minbizia, Birika.
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A. PAREDES-LARIO ET AL. — EXPRESION DE PROTEINAS RELACIONADAS CON MDR-PROTEINAS

Existen variadas lineas de investigacién sobre el cancer.
Muchas de ellas se basan en la busqueda de nuevos trata-
mientos. Otras, no menos importantes, intentan averiguar el
por qué, a diferencia de bastantes tumores hematologicos
como leucemias y linfomas, la mayoria de tumores sélidos,
no pueden ser curados con quimioterapia.

Sin duda, las causas de que una célula tumoral sea resistente
a la quimioterapia son muchas y de variada naturaleza. El
motivo del presente trabajo es el estudio de una de estas
posibles causas, en concreto, el de la expresion de proteinas
relacionadas con la resistencia a multiples drogas, en pacien-
tes con cancer de pulmon.

La resistencia a la quimioterapia, independientemente de los
mecanismos que la produzcan, puede ser innata o adquirida.
La resistencia innata seria aquella que presenta un tumor sin
contacto previo a los farmacos, mientras que la adquirida
serfa la que aparece tras el contacto con uno o varios de ellos
(1). Existen dos caracteristicas tumorales, que parecen deter-
minar la resistencia a la quimioterapia: la cinética de creci-
miento (2), y en estrecha relacion con esta, la aparicién de
mutaciones espontaneas(3,4).

Muchos tumores al ser tratados con quimioterapia, incluidos
los de pulmdn, siguen aparentemente las reglas enunciadas
por Skipper y Goldie y Coldman (4). La mayor parte de los
pacientes con cancer de pulmoén no célula pequefia, no res-
ponden al tratamiento quimioterapico desde el principio (5),
es decir, presentan resistencia intrinseca o innata.

No existe una definicién claramente establecida sobre lo que
se considera un tumor “resistente” a nivel clinico. Algunos
autores (6) consideran apropiado emplear criterios de valora-
cion de respuesta a la quimioterapia, como los de la OMS (7),
considerando sensibles a los tumores con respuesta completa
y resistentes o parcialmente resistentes a los demas. Dado
que, hasta el momento, no se ha identificado ningin meca-
nismo que por si solo confiera resistencia a todos los farma-
cos conocidos (1,8), es muy probable, que esta resistencia sea
de causa multifactorial.

Clasificar las multiples causas que pueden originar resistencia
a la quimioterapia es dificil (1,4,8). El objetivo principal del
tratamiento quimioterapico es conseguir la muerte de la
célula tumoral. Para ello es necesario consegquir que la mayor
cantidad de farmaco activo posible, llegue a nivel de su diana
molecular, en el interior de la célula. Cualquier circunstancia
que se interponga o dificulte este objetivo puede ser causa
de resistencia. Tomando como base lo publicado por Lehnert
en 1996 (4), podriamos clasificar a los factores causantes de
resistencia en extracelulares e intracelulares (9).

La reduccion en la acumulacion intracelular de los farmacos,
es uno de los mecanismos mas frecuentes de resistencia a los
antineoplasicos. Esto puede producirse por su expulsiéon a
través de la membrana celular (10,11,12,13)., por secuestro
en vesiculas citoplasmaticas (6), por variaciones en el trans-
porte entre nlcleo y citoplasma o por alteracion en el meta-
bolismo intracelular del farmaco (14).

Las alteraciones de la topoisomerasa Il son un ejemplo de
como una variacion en la diana molecular de los farmacos,
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TABLA I: Distribucion de los 99 pacientes con respecto a las
variables clinico-patolégicas.

* Carc. con diferenciacion neuroendocrina, y. carcinoide. **carc. sin especificar

puede ser causante de resistencia a multiples drogas. La resis-
tencia ligada a estas enzimas ha sido ampliamente estudiada
a nivel experimental (1,12,15)

La célula tumoral puede defenderse de los efectos de la qui-
mioterapia, incluso después de que el medicamento halla
alcanzado su objetivo y causado un dafio importante (4). Dos
alteraciones celulares destacan a este nivel, un aumento en la
capacidad de reparacion del ADN (12) y, lo que parece mas
importante, el fallo en la muerte celular programada o apop-
tosis (9).

La historia de las proteinas causantes de resistencia a multi-
ples drogas o MDR-proteinas, se inicia en 1973, con el des-
cubrimiento por Keld Dano (16), de la expulsién activa de
daunomicina en células tumorales resistentes. Pgp es una
glucoproteina de membrana con un peso molecular de 170
kD, por este motivo se la llama también proteina P-170 (17).
Pgp actia como una bomba de expulsion ATP-dependiente,
reduciendo la acumulacion intracelular de varias sustancias.
Mrp es en realidad una familia de varios transportadores
celulares (0). Las Mrp se localizan en la membrana plasma-
tica, formando parte, como la Pgp, de los transportadores
ABC, pero también en el reticulo endoplasmatico, de lo que
se infiere que puedan actuar tanto en la expulsion de drogas
fuera de la célula como en el secuestro intracelular de estas
en vesiculas citoplasmaticas (13). Las Mrp son capaces de
transportar aniones organicos y drogas neutras, conjugadas o
no, con sustancias como el glutation, glucoronatos y sulfatos.
Se cree que algunos sistemas de expulsién de conjugados de
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glutation ("GS-X pumps”), pueden ser proteinas de la familia
Mrp (19). Tal es el caso de los “GS-X pumas” que expulsan
methotrexate (anién organico), los cuales se han relacionado
con Mrp1, Mrp2 ,Mrp3 Mrp4, Mrp5, Mrp6 (0,20). Por este
mismo sistema, también podrian estar relacionadas, con la
expulsion de toxinas naturales, sales de metales pesados
como el arsénico y con la resistencia a pequefias moléculas
como el cisplatino (5,21). Lrp es una proteina de 110 kilodal-
tons descubierta a partir de una linea celular de cancer de
pulmon con MDR no ligada a Pgp (23). El gen que la codifica
se localiza en el cromosoma 16, cercano al de Mrp).Se la
conoce también como MVP (Major Vault Protein), porque
constituye el componente proteico mayor de unas organelas
celulares llamadas vaults (24). Los vaults, de descripcion rela-
tivamente reciente (25), son ribonucleoproteinas con una
compleja estructura en forma de barril. Los vaults tienen una
composicion y estructura casi idénticas en especies filogenéti-
camente tan alejadas como amebas y humanos, lo que
parece indicar que su funcién es esencial para las células
eucariotas

OBJETIVOS:

Los objetivos del presente trabajo son los siguientes:

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

2. Determinar la relacién entre la expresion individual de cada
MDR-proteinas y las siguientes variables clinico-patologi-
cas: Edad, sexo, tipo histolégico, grado histolédgico, esta-
dio tumoral, supervivencia

3. Respuesta a al tratamiento quimioterapico segun la expre-
sién de MDR-proteinas.

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se ha realizado en muestras de tejido
tumoral de pacientes diagnosticados y/o tratados de cancer
de pulmdén en el Hospital Donostia de San Sebastian entre
Abril de 1995 y Junio de 1997.

Obtencion y conservacion de muestras

1. Muestras quiridrgicas: Durante el acto quirdrgico, se
tomaban dos muestras de la zona tumoral que se introducian
en criotubos y se almacenaban en una cubeta portatil de
nitrégeno liquido hasta su procesamiento.

2. Muestras broncoscépicas: Se tomaba una muestra que
era tratada del mismo modo que las piezas quirlrgicas.

Se recogieron 147 muestras tumorales procedentes de 143
pacientes. De éstas, 35 eran broncoscépicas y 112 quirlrgi-
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cas. De 4 pacientes se dispuso de muestra quirlrgica y bron-
coscopica. No fueron validas para el estudio 46 muestras: 27
broncoscopicas por ausencia de tumor y 19 quirdrgicas, de
las cuales 15 lo fueron por ausencia de tumor, 3 por trata-
miento quimioterapico previo, y 1 por tumor de origen no
pulmonar. Resultaron validas para el estudio 101 muestras
correspondientes a 99 pacientes. En dos pacientes se dispuso
de muestra broncoscopica y quirtrgica, optandose por proce-
sar Unicamente la quirdrgica. Finalmente, el estudio se realizd
en 99 muestras de 99 pacientes, 6 de ellas broncoscépicas y
93 quirdrgicas.

Estudio inmunohistoquimico de las muestras tumorales

Las muestras tumorales criocongeladas fueron sometidas a
analisis inmunohistoquimico para la deteccién de las tres
MDR-proteinas, Pgp, Mrp1y Lrp. Para ello se utilizé la técnica
comercial de estreptavidina-biotina (LSAB de DAKO), junto
con anticuerpos monoclonales no comerciales, procedentes
de un laboratorio de investigacion universitario — Universidad
Libre de Amsterdam -.

1. Reactivos utilizados:
Anticuerpos monoclonales:

MRPr1  reconoce la proteina Mrp1

MRPmM6 reconoce la proteina Mrp1

LRP-56 reconoce la proteina Lrp

JSB-1  reconoce la proteina Pgp

Sistema de visualizacién LSAB y Kits de diamonobenzidina

(Dako)

Acetona

Suero bovino

PBS (bufer fosfato salino)

2. Descripcion de los anticuerpos monoclonales (AcMo):

AcMo MRPr1: IgG isotipo 2a de rata, obtenido a partir de
una proteina de fusién bacteriana de Mrp1 que contenia un
segmento de 168 aminoacidos en la mitad amino-proximal
de la proteina. Se produce a partir de células hibridas resul-
tantes de la fusion entre células linfaticas de rata inmunizada
y células SP2/0 de mieloma de raton.

MRPr1 reacciona con epitopo de Mrp1. No presenta reaccion
cruzada con los productos de los genes humanos MDR1 y
MDR3.

AcMo MRPm@: IgG isotipo 1 de raton, obtenido a partir de
una proteina de fusién bacteriana de Mrp1 que contenia un
segmento de 170 aminoacidos en el extremo carboxiterminal
y parte del dominio de unién carboxiproximal de la proteina.
MRPm6 reacciona con un epitopo interno de Mrp1. Se pro-
duce a partir de células hibridas resultantes de la fusién entre
células linfaticas de raton inmunizado y células SP2/0 de mie-
loma de raton. No presenta reaccion cruzada con los produc-
tos de los genes humanos MDR1 y MDR3.

AcMo LRP-56: IgG isotipo 2b. Reacciona con un epitopo
interno de Lrp. Se produce a partir de células hibridas resul-
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tantes de la fusion entre células linfaticas de ratén inmuni-
zado y células SP2/0 de mieloma de ratén.

AcMo JSB1: IgG isotipo 1. Reacciona con un epitopo cito-
plasméatico de Pgp. Se produce a partir de células hibridas
resultantes de la fusion entre células linfaticas de ratén inmu-
nizado y células SP2/0 de mieloma de raton.

3. Descripcion de la Técnica:

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

2° 15'en acetona y dejar secar

3° Incubacién en suero bovino durante 15'

4° Incubacion directa con el Anticuerpo Monoclonal corres-
pondiente durante 1 hora, diluido en suero bovino y PBS
a partes iguales, con cada uno de los cortes, a excepcion
del corte control negativo.

5° lavado en PBS

6° Avidina 30'

7° Lavado en PBS

8° Streptavidina 30

9° lavado en PBS

10° incubacion DAB 7'

11° lavado PBS

12° Contrastar con hematoxilina de Harrys 1'

13° Lavado en agua

14° Virar en agua amoniacal

15° Deshidratar y montar

Todas las incubaciones se realizaron en cdmara himeda y a
temperatura ambiente.

Se empleo tejido normal de colén como control positivo, el
cual presenta alta expresion de estas proteinas. El 5° corte
histologico, de cada muestra tumoral, se utilizé como control
negativo, sometido a todo el proceso técnico a excepcién de
la incubacion con el anticuerpo primario (4° paso). Como
control negativo se utilizé un antisuero inespecifico tipo IgG,
de raton.

VARIABLES DEL ESTUDIO

Variable Dependiente: Expresion de Mdr-proteinas.

Se cuantificé la proporcion de células que reaccionaban con
el AcMo. Se consideré como positiva, cuando un 10% o mas
de las células de la preparacién expresaban la proteina. El
estudio de la expresion de MDR-proteinas y su relacion con
las diferentes variables clinico-patologicas se realizé de dos
formas:

1. Individual o independiente: Analizamos la expresion de
cada proteina por separado, sin tener en cuenta si se
expresaba séla o asociada a las otras.

2. Simultaneo: Analizamos la expresién conjunta de MDR-
proteinas en los pacientes desde diferentes puntos de
vista:
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TABLA II: Expresion de MDR-proteinas en los 99 pacientes de la
serie.

e Expresion positiva fente a expresion negativa: Con indepen-
dencia del nimero o tipo de proteina expresada.

e NUmero de proteinas expresadas simultdneamente con
independencia del tipo: Ninguna, una, dos, o tres.

e Numero y Tipo de MDR-proteinas expresadas simultanea-
mente: Ninguna, Pgp, Mrp1, Lrp, Pgp+Lrp, Mrp1+Pgp,
Mrp1+Lrp, y las tres a la vez.

Variables Independientes:

1. Edad:

1. Sexo.

2. Tipo histolégico: Las muestras fueron clasificadas,
mediante examen en microscopio éptico tras tincion con
hematoxilina y eosina (H & E), siguiendo los criterios de la
OMS (Ref) en los siguintes tipos histologicos: Carcinomas
escamosos, adenocarcinomas, carcinomas indiferenciados
de célula grande, carcinomas indiferenciados de célula
pequena y otros.

3. Grado de diferenciacion histologico: Se determing el grado
histolégico de las muestras por tincion con H & E'y examen al
microscopio 6ptico. Fue la zona mas indiferenciada de la
muestra la que marco el grado, quedando este dlasificado en
uno de los siguientes grupos: bien diferenciado, moderada-
mente diferenciado, pobremente diferenciado

4. Estadio tumoral: Se establecié por el sistema TNM, segun
la clasificacion de la UICC 1997 (Ref). Se utilizd el estadio
clinico en aquellos casos no tratados quirdrgicamente vy el
estadio patoldgico en los que si lo fueron.

Variables clinico-patolégicas (variables independientes)

1. Examen Anatomopatolégico

A partir del estudio histoquimico de las muestras criocongela-
das, mediante examen en microscopio éptico tras tincién con
hematoxilina y eosina (H & E), se comprobd la presencia de
tumor y se determinaron las siguientes variables: Tipo histolo-
gico y Grado de diferenciacién histolégico
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TABLA lIl: N° y Tipo de MDR-proteinas expresadas
simultaneamente.

2. Revision de historiales clinicos

De los historiales clinicos de los pacientes se recogieron los
datos correspondientes a las siguientes variables: edad, sexo,
estadio tumoral, intervalo libre de enfermedad, supervivencia
y respuesta al tratamiento quimioterapico. Para concretar los
tres Ultimos se realizaron revisiones periodicas, la Ultima en
Marzo del 2004. Para determinar la supervivencia fue necesa-
rio el contacto telefonico en varios casos, y en otros se con-
sulto el registro de mortalidad del Pais Vasco, si bien no
incluidos en el presente trabajo

RESULTADOS

VARIABLES CLINICO-PATOLOGICAS

La edad media de los 99 pacientes fue de 64 +/- 10,2 anos.
La serie se compone de 85 hombres y 14 mujeres con una
media de edad de 64 +/-9,7 afios para los hombres y de
61+/- 13 afios para las mujeres. Presentaban tumores con
histologia no célula pequefia, 93 pacientes (49 carcinomas
escamosos, 37 adenocarcinomas y 7 carcinomas indiferencia-
dos de célula grande), 3 carcinomas indiferenciados de célula
pequefa y 3 con otras histologfas (1 carcinoma con diferen-
ciacion neuroendocrina, 1 carcinoma sin mas especificacion y
1 tumor carcinoide). Con respecto al grado de diferenciacién
histolégica, en 20 casos fue bien diferenciado, en 35 mode-
radamente diferenciado, en 43 pobremente diferenciado, y
en 1 paciente no pudo especificarse el grado. Por estadios los
99 pacientes se agruparon de la siguiente forma: Estadio |,
45 casos (la 14, Ib 31). Estadio Il, 23 casos (IIA 0, IIB 23).
Estadio Ill, 22 casos (IlIA 15, llIB 7). Estadio IV, 9 casos.
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EXPRESION DE MDR-PROTEINAS

En el andlisis de la expresion independiente de cada Mdr-pro-

teina, los resultados fueron los siguientes:

Pgp: Sin expresion 50 (50,5%) pacientes, con expresion 49
(49,5%).

Mrpd: Sin expresion 61 (61,6%) pacientes, con expresion 38
(38,4%).

Lrp: Sin expresion 35 (35,4%) pacientes, con expresion 64
(64,6%).

Con respecto a Mrp1, 30 de los 38 pacientes que la expresa-

ban presentaron positividad para los dos anticuerpos mono-

clonales empleados, mientras que 8 (4 para cada AcMo) fue-

ron positivos solo a uno de ellos. 83 de los 99 pacientes

expresaban alguna MDR-proteina, y 16 no expresaban nin-

guna. La distribucion fue la siguiente:

* Sin expresion de proteinas: No expresaban ninguna pro-
teina, 16 casos.

* Expresion de una proteina: Expresaban una sola proteina,
32 casos: 3 Pgp, 11 Mrp1y 18 Lrp=0.

* Expresion de dos proteinas: Expresaban dos proteinas, 34
casos: 24 Pgp y Lrp, 5 Mrp1y Pgp, 5 Mrp1y Lrp=0.

o Expresion de las tres proteinas: Expresaban las tres pro-
tefnas, 17 casos

ANALISIS DE LA ASOCIACION ENTRE MDR-PROTEINAS

Hemos estudiado la tendencia de las MDR-proteinas a expre-

sarse en solitario o asociadas a las otras, con los siguientes

resultados:

Pgp: De los 49 casos en que se expresd esta proteina, en 3
(6%) lo hizo sola, y en 46 (93%) asociada: con Lrp en
24, con Mrplen5yen 17 conLrpy Mrp1 a la vez.

Mrpd: De los 38 casos en que se expresd esta proteina, en
11 (29%) lo hizo sola, y en 27 (71%) asociada: con
Pgpen5,conlrpen5 yen 17 con Pgpy Lrp a la vez.

Lrp: De los 64 casos en que se expreso esta proteina, en 18
(28%) lo hace sola, y en 46 (72%) asociada: con Pgp
en 24, con Mrpl en5 yen 17 con Pgpy Mrp1 ala
vez.

La tendencia de Pgp y Lrp a expresase asociadas ha resultado
muy significativa (p<0.01), no ocurrié lo mismo para la socia-
cion Pgp y Mrp1 (p=0.18) o Mrp1y Lrp (p=0.26).

DISCUSION

El cancer de pulmon por su frecuencia y elevada mortalidad
constituye un importante problema sanitario. Su incidencia a
nivel mundial aumenta continuamente a expensas de los pai-
ses industrializados y, sobre todo de los que estan camino de
ello (26).
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TABLA IV.
HISTOLOGIA Total
Escamosos Adenocarc. | Cel. Grande Sclc Otros

Tipo y nimero Ninguna
o epM%’JR_p 9 5 7 0 2 2 16
10,2% 18,9% 0% 66,7% 66,7% 16,2%
Pgp 2 1 0 0 0 3
41% 2,7% 0% 0% 0% 3,0%
Mrp1 8 0 1 1 1 1
16,3% ,0% 14,3% 33,3% 33,3% 11,1%
Lrp 6 10 2 0 0 18
12,2% 27,0% 28,6% ,0% 0% 18,2%
Pgp+Lrp 5 17 2 0 0 24
10,2% 45,9% 28,6% 0% ,0% 24.2%
Mrp1+Pgp 5 0 0 0 0 5
10,2% ,0% ,0% 0% 0% 5,1%
Mrp1+Lrp 4 0 1 0 0 5
8,2% ,0% 14,3% ,0% 0% 51%
Pgp+Mrp1+Lrp 14 2 1 0 0 17
28,6% 5,4% 14,3% 0% ,0% 17,2%
Total 49 37 7 3 3 99
100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

P<0,01

Con los tratamientos actuales solo tienen opcién de curacién
los pacientes diagnosticados en los estadios iniciales de la
enfermedad (27), pero la falta de un método eficaz de diag-
ndstico precoz, hace que la mayoria de pacientes se presen-
ten con enfermedad avanzada. Ademaés, la incidencia de reci-
divas tras un tratamiento, en teorfa radical, es elevada (27).
Por estos motivos, la mayoria de pacientes con cancer de pul-
mon, van a ser candidatos ha recibir tratamiento quimiotera-
pico en algin momento evolutivo de su enfermedad.
Desafortunadamente, los resultados de la quimioterapia son
actualmente muy modestos: paliacién de sintomas y un dis-
creto aumento de supervivencia.

Los procesos genéticos y bioguimicos que condicionan la
aparicién de un fenotipo celular resistente a la quimioterapia,
han sido objeto de intenso estudio en los Ultimos afos (28).
Esto ha conducido a la identificacién de varios mecanismos
celulares fundamentales y ha permitido el disefio de estrate-
gias para intentar vencer la resistencia a la quimioterapia.
Algunas de estas estrategias han sido o estan siendo testadas
a nivel clinico.

Los cultivos celulares han sido fundamentales en el desarrollo
de los conocimientos en quimiorresistencia. La seleccion de
lineas celulares resistentes a partir de la exposicion de los cul-
tivos a los farmacos antineoplasicos, ha permitido identificar
mecanismos de resistencia a nivel molecular (28). Los xenoin-
gertos tumorales en modelos animales y el estudio de mues-

tras neoplasicas de pacientes, han confirmado la presencia de
muchos de estos mecanismos en vivo (29), indicando que
similares procesos pueden estar implicados en la resistencia a
la quimioterapia en la practica clinica diaria.

Un prominente mecanismo de resistencia a drogas en las
células cancerosas, es la reduccion de la concentracién intra-
celular de estas a nivel de su diana celular. Existen al menos
dos estrategias celulares capaces de producir esto. El mas
obvio de estos mecanismos es el que reduce la concentracién
intracelular de la droga mediante una disminucién de su cap-
tacién y/o un aumento de su excrecién. Un segundo meca-
nismo podria ser el de una redistribucién intracelular de la
droga, de forma que aunque su concentracién intracelular
total no varia, la cantidad disponible en su zona de accién es
menor. Hasta la actualidad la mayorfa de mecanismos asocia-
dos a la reduccién de la concentracién o una redistribucion
intracelular de la droga se han relacionado con proteinas
transportadoras de membrana como Pgpy Mrp1y con otra
de mas reciente descubrimiento y mecanismo de accion
menos conocido, llamada Lrp. En cultivos celulares la expre-
sién de estas proteinas se relaciona directamente con la resis-
tencia a un gran numero de quimioterapicos, por lo que tam-
bién se las conoce como proteinas relacionadas con la
resistencia a multiples drogas o MDR-proteinas.

No existen en la actualidad datos concluyentes sobre si la
expresion de estas proteinas puede estar implicada en la
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TABLA V: Supervivencia libre de enfermedad para toda la serie.

resistencia a la quimioterapia del cancer de pulmoén. La resis-
tencia a la quimioterapia de los enfermos con cancer de pul-
moén es un hecho evidente en la practica clinica diaria. De
forma intrinseca o adquirida esta resistencia afecta a variados
agentes antineoplasicos, por lo que presumiblemente se
deba a multiples factores.

El primer paso para averiguar si los mecanismos causantes de
resistencia a multiples drogas in vitro, estan implicados en los
malos resultados de la quimioterapia en el cancer de pulmon,
seria demostrar la presencia de alguno o varios de estos
mecanismos en los pacientes con dicho tumor Dada la fre-
cuencia de esta neoplasia, cualquier mejora en la eficacia del
tratamiento por pequefia que fuese, podria beneficiar a miles
de personas. La resistencia a la quimioterapia es uno de los
principales obstaculos a superar para mejorar esta eficacia.
Nuestro estudio tenfa como primer objetivo determinar la
expresion de tres MDR-proteinas en el cancer de pulmén. Los
resultados de nuestro estudio confirman la presencia de
MDR-proteinas en el cancer de pulmén. La proteina mas
expresada fue Lrp, con positividad en el 64% de pacientes,
seqguida de Pgp en 49% y Mrp1 en 38%. Estos resultados
son parecidos a los que refleja la literatura. Los trabajos ini-
ciales sobre MDR-proteinas en cancer de pulmon estudiaban
la expresion de Pgp y se realizaron hace ya algunos afos.
Estos primero estudios, salvo el publicado por Radosevich en
1989 (30), detectaron una baja expresion de esta proteina,
por lo que durante algunos afios se acepto como establecido
que Pgp no se expresaba en el cancer de pulmon y por lo
tanto no podia influir en el mal resultado de la quimioterapia.
Posteriores estudios han demostrado una mayor expresion de
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TABLA VI: Supervivencia global: Numero de MDR-proteinas.

Pgp, que por inmunohistoquimica se situa entre un 35% y
un 52% . Sobre muestras congeladas, Beer y cols (27) y
Scagliotti y cols (31), encontraron una expresién del 35% y
41% respectivamente en pacientes con carcinomas de pul-
mén no célula pequefia. Nosotros hemos encontrado un
49% de expresion de Pgp, 51% si consideramos solo los
casos de carcinoma no célula pequefa, resultado parecido a
lo publicado por estos autores y que confirma la existencia de
una expresion relevante de Pgp en estos tumores.

El abanico de resultados publicados para Mrp1 es mas
amplio, y se situa entre el 38% y el 88%, pero ninguno de
los trabajos con un nimero considerable de casos empleama-
terial congelado. El resultado de nuestro estudio se sitda en
un nivel bajo para esta proteina, 38%, al igual que el de
Sugawara y cols (32).

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

Un aspecto importante de nuestro estudio que lo diferencia
de la mayoria de los publicados, es la determinacién de la
expresion simultanea de las tres MDR-proteinas en un mismo
paciente. La presumible existencia e interaccién de diferentes
mecanismos de resistencia en vivo, justifican dicha importan-
cia. Estudiada la muestra bajo este punto de vista, encontra-
mos que el 83% de los pacientes expresaban proteinas, con
32% expresando una, 34% expresando dos y 17% expre-
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TABLA VL. Pacientes validos para la valoracién de la respuesta a la quimioterapia: Histologfa, situacién de la enfermedad al iniciar el

tratamiento, expresion de MDR-proteinas y respuesta.

HISTOLOGIA ESTADIO Pgp Mrp1 Lrp RESPUESTA

1 Adenocarcinoma B - - - | RC
2 Dif. Neuroendoc. Rmts - - -| RP
3 Sclc 1\ - - - | RP
4 Escamoso Rmts - - - | RP
5 Escamoso A - L3 + | RP
6 Cel. Grande B - # + | RP
7 Adenocarcinoma® Rmts + - 4| BE
8 Adenocarcinoma Rir + - + | RP
9 Adenocarcinoma Rmts + - + | RP
10 Adenocarcinoma \' + - + | RP
11 Escamoso”* Rmts + + -1 F

12 Cel. Grande v - - + | F

13 Sclc A - + - | RP
14 Escamoso A - L - | RP
16 Escamoso Rir + + % | EE
16 Escamoso RIr + + + | F

17 Escamoso* Rmts + + + | F

RIr: recidiva loco-regional. Rmts: recidiva metastasica. RC: Respuesta completa. RP: Respuesta parcial. EE: Enfermedad estable. F: Fallo o enfermedad en progresion.

* Pacientes que recibieron quimioterapia adyuvante postcirugia y en la recidiva

sando las tres. Es decir el 51% de los pacientes expresaban
mas de una proteina.

Existen pocas publicaciones que hagan referencia a la simul-
taneidad de expresion de estas tres MDR-proteinas en cancer
de pulmén. Zhou y cols (33), en 30 pacientes con NSCLC,
encuentran que alrededor de un 40% expresan a la vez Pgp,
Mrp1y Lrp, un porcentaje superior al 17% obtenido por
nosotros, pero Zhou y cols emplean muestras conservadas en
parafina y el nimero de casos es menor. En este estudio,
aungue los autores no hacen mencién expresa de ello, tam-
bién es Lrp la proteina mas expresada, con un 87% de casos.
Nuestro estudio detecta una tendencia muy significativa de
Pgp y Lrp a expresarse asociadas (41% de casos). Un resul-
tado similar al obtenido por Volm y cols (34), que en 87
pacientes refieren un 32% de expresion simultanea de Pgp y
Lrp.

Otros mecanismos de resistencia como las alteraciones en la
glutation S-transferasa- o las mutaciones de la p53, se han
detectado a la vez que algunas MDR-proteinas, en cancer de
pulmdn.. Tal es el caso de la glutation S-transferasa- con Pgp
y Lrp, o de una p53 mutada con Mrp1 (y Pgp Esta tendencia
a la asociacion entre diferentes mecanismos de resistencia,
pueden ser debidos a la existencia de factores comunes de
regulacion
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Con respecto al grado de diferenciacién histolégico aunque
sin alcanzar la significacion, si hemos notado que la expre-
sién de cualquiera de las proteinas tiende a ser mayor en los
tumores bien diferenciados que en los pobremente diferen-
ciados: 13/20 (65%) vs 20/43 (46,5%) para Pgp, 10/20
(50%) vs 16/43 (37,2%) para Mrp1, y 14/20 (70%) vs 25/43
(58,1%) para Lrp. Algunos autores si que encontraron que
esta disminucion de expresion conforme el tumor se desdife-
rencia era significativa.

Es en relacion a la histologfa, donde se han publicado los
resultados mas discrepantes. Algunos estudios detectan una
menor expresion de MDR-protefnas en los carcinomas indife-
renciados de célula pequefia que en los de célula no
pequefa, pero otros no Los pocos estudios de los revisados,
que incluyen mas de 30 pacientes con carcinomas indiferen-
ciados de célula pequefa, revelan una expresion de Pgp que
oscila entre el 12% para Segawa y cols (35) y el 26% de Hsia
y cols (36). Para Mrp1 la expresion oscila menos, entre un
31% y un 34% publicado por Hsia y cols (36). En cuanto a
Lrp los estudios son escasos y poco valorables, y segun el
método de deteccion empleado varfan del 0% de expresién)
hasta el 100% de Oguri y cols (37). Nosotros dispusimos de
solo 3 casos de carcinoma indiferenciado de célula pequefa,
un nimero muy pequefo para extraer conclusiones validas.
Detectamos expresion solo en 1 caso (33,3%) vy este lo fue
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Unicamente para Mrp1, solo con el AcMo Mrpm6 y en limite
inferior de lo considerado positivo (10% de células tefidas en
la preparacion).

Varios autores no encuentran relacion entre los diferentes
subtipos histolégicos de carcinomas no célula pequefia vy la
expresion de Pgp, Mrp1, o Lrp. En cambio, algunos describen
una preferencial expresion de Pgp y fundamentalmente Mrp1
en carcinomas escamosos frente a adenocarcinomas, mien-
tras otros encuentran precisamente lo contrario. Nosotros
encontramos diferencias significativas en la expresién de Lrp
y Mrp1 entre los diferentes tipos histoldgicos. Las mas llama-
tivas se dan en la expresion de Mrp1, la cual es muy baja en
adenocarcinomas frente a indiferenciados de célula grande y
£5camosos, con porcentajes de 5,4%, 42,9% y 63,3% res-
pectivamente. En la menor expresion de Mrp1 en adenocarci-
nomas coincidimos con algunos autores. En cambio, Lrp se
expresa menos en los carcinomas escamosos que en adeno-
carcinomas y carcinomas indiferenciados de célula grande
(59,2% 78,4%, 85,7% respectivamente), con lo que discre-
pamos aunqgue solo parcialmente con alguna publicacion que
encontraba mayor expresion de Lrp en adenocarcinomas y
carcinomas escamosos que en indiferenciados de célula
grande, y por lo que sus autores sugerian una relacion entre
Lrp y la diferenciaciéon histologica tumoral. No encontramos
diferencias en la expresion de Pgp.

Para los tipos histoldgicos mas frecuentes, la proporcion de
pacientes que expresan alguna o varias proteinas en nuestro
estudio es similar, con un 90% para los carcinomas escamo-
sos, 81% para los adenocarcinomas, y 100% para los carci-
nomas indiferenciados de célula grande. Pero entre ellos
difieren significativamente en el tipo y el nimero de protei-
nas que expresan. Los porcentajes de pacientes con carcino-
Mas escamosos que expresan una, dos, o las tres proteinas a
la vez son similares: 32,7% (16/49), 28,6% (14/49) y 28,6%
(14/49) respectivamente. En cambio, en adenocarcinomas e
indiferenciados de célula grande es mucho menos frecuente
encontrar pacientes que expresen las tres proteinas simulta-
neamente: 5,4% (2/37) y 14,3% (1/7) respectivamente. Esto
esta fundamentalmente relacionado con la baja expresién de
Mrp1 en adenocarcinomas. Por este motivo, 14 de los 17
casos que expresan simultdneamente las tres proteinas, son
carcinomas escamosos. Los adenocarcinomas expresan con
frecuencia y de forma simultanea Pgp y Lrp (17 de 37 casos,
45,9%) y también Lrp sola (10 de 37 casos, 27%). En los car-
cinomas escamosos Pgp y Lrp aparecen juntas solo en 5 de
los 49 casos (10,2%), y Lrp sola en 6 casos (12,2%). Los 7
carcinomas indiferenciados de célula grande no tienen predi-
leccion por expresar simultaneamente ninguna combinacion
de proteinas.

Hemos estudiado la tendencia de las MDR-proteinas a expre-
sarse asociadas o no entre ellas, y en caso de asociarse con
cual. Todas se presentan con mas frecuencia asociadas a
otras que solas. A destacar la relacién entre Pgp y Lrp. Pgp se
expresa en 44 casos, y de estos lo hace asociada en 41
(93%), en todos ellos con Lrp (41 de 44 casos). La proporcién
de casos con expresion de Lrp que se asocian a Pgp es del
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TABLA VIII: Expresion de Pgp y respuesta a la quimiterapia
(p=0.027)

B Negativa (1 Positiva

64% (41/64). Esta tendencia de Pgp y Lrp a expresarse jun-
tas, alcanza la significacion estadistica.

Hemos detectado alguna diferencia con respecto al sexo. En
nuestro estudio, las mujeres expresan menos Mrp1 que los
hombres. Esto puede deberse a que 9 de las 14 mujeres pre-
sentaban adenocarcinomas, tipo histolégico que ha resultado
expresar muy poco esta proteina. Ninguno de los trabajos
revisados que hacen referencia al sexo, han encontrado rela-
cién entre este y la expresion de MDR-proteinas, pero solo
uno de ellos estudiaba en concreto Mrp1. No encontramos
diferencias entre sexos para Pgp y Lrp, ni tampoco en cuanto
al numero de proteinas expresadas simultaneamente.

El aspecto mas importante del estudio de las MDR-proteinas
en cancer es légicamente su implicacion en la respuesta a la
quimioterapia. Mientras que en algunos tipos de tumores
hematoldgicos esta implicacién esta claramente establecida,
en tumores sélidos, los datos son muy variados y poco con-
cluyentes a este respecto (29). Hasta la fecha, en cancer de
pulmén, no se puede excluir ni afirmar tal implicacion.
Nuestro analisis ulterior de éstos datos se dirigira a la deter-
minacion del valor prondstico de los mismos en relacién a la
respuesta quimioterapica y supervivencia (38,39)

Los mismos inconvenientes ya descritos en general par los
estudios de expresién de MDR-proteinas, son aplicables a su
relacion con la respuesta a la quimioterapia, con el agravante
de la ausencia de estudios randomizados bien disefados, del
pequefio nimero de pacientes con respuesta valorable que
se analizan, y la dudosa implicacién de las MDR-proteinas en
la resistencia a alguno de los farmacos empleados. Tal es el
caso del cisplatino, actualmente el farmaco més importante
en el tratamiento del cancer de pulmén, para el que la posi-
ble implicacién de MDR-protefnas en su resistencia no esta
tan fundamentada como para otros antineopldsicos.

En el presente trabajo, de 27 pacientes que recibieron trata-
miento quimioterdpico, se pudo valorar la respuesta en 17.
Entre estos 17, hubo 3 pacientes que habian recibido quimio-
terapia post-cirugia y que posteriormente recidivaron, fue en
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TABLA IX: Expresion de Pgp * y RESPUESTA QUIMIOTERAPIA

P<0,05

el tratamiento de la recidiva, cuando se valoré la respuesta,
por lo que esta pudo verse afectada por la anterior quimiote-
rapia. En este pequefio grupo de 17 pacientes la expresion
de Pgp y el numero de proteinas expresado se ha relacio-
nado significativamente con una peor respuesta al trata-
miento. Presentaron respuesta 8 de los 9 pacientes con
expresion negativa de Pgp, frente a 3 de los 8 con expresidn
positiva. Los cuatro pacientes que no expresaban ninguna
MDR-proteina respondieron al tratamiento, mientras que nin-
guno de los tres pacientes con expresion simultanea de las
tres protefnas respondio. También se aprecié una tendencia
hacia una peor respuesta en los pacientes que expresaban
Lrp, pero sin alcanzar la significacion.

El carcinoma indiferenciado de célula pequena, por su mayor
sensibilidad a la quimioterapia, es a priori dentro de los
tumores pulmonares, el mas interesante para el estudio de la
relacion entre respuesta y MDR-proteinas. Hace ya afios que
se publicaron los primeros datos relacionando la expresién de
Pgp con una peor respuesta a la quimioterapia en este tumor.
Trabajos mas recientes han encontrado que la expresién de
Pgp o de Mrp1 se relaciona de forma significativa con una
peor respuesta, pero en el Ultimo de ellos curiosamente la
respuesta fue independiente de el estado general de los
pacientes o el estadio, parametros tradicionalmente relacio-
nados con ella. Varios estudios basados en la captacion
tumoral de sustancias radiofarmacéuticas como el tecnecio
99m-tetrofosmin (Tc-TF) o el tecnecio 99m-sestamibi (99mTc-
MIBI), que son sustratos para Pgp y Mrp1 han informado de
una significativa relacion entre determinados pardametros de
captacion y la respuesta a la quimioterapia. Algunos de estos,
estudian paralelamente la expresion de Pgp y/o Mrp1y
encuentran una clara relacién entre expresion y falta de res-
puesta. Aunque son mas frecuentes los estudios positivos,
también existen autores que no detectan relacién entre Pgp,
Mrp1 y respuesta a la quimioterapia. Por los inconvenientes
ya descritos anteriormente, en el presente estudio solo tres
pacientes presentaban carcinomas indiferenciaos de célula
pequefia, de los que pudimos valorar la respuesta en dos,
ambos respondieron parcialmente, uno de ellos era el
paciente que expresaba Mrp1. Nada se conoce sobre el nivel
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o cantidad de MDR-p necesaria para causar resistencia a nivel
clinico

Existen publicados datos indirectos sobre la influencia de las
MDR-proteinas en la respuesta a la quimioterapia en cancer
de pulmdén. Algunos autores han encontrado un peor pro-
nostico en relacion a la expresion de MDR-proteinas, en
pacientes tratados con quimioterapia, sin poderse precisar si
esto se debe a a la resistencia al tratamiento o a otro efecto
no conocido. Tal es el caso de lo reportado por Segawa y
Tabata (35) sobre Pgp en carcinomas indiferenciados de
célula pequena, o por Ota y Oshika (40) para Mrp1 en carci-
nomas escamosos. Un pequefio estudio randomizado sobre
la adiccién de verapamil al tratamiento quimioterapico en 72
pacientes con carcinoma de pulmoén no célula pequena,
encuentra mejor respuesta y supervivencia en aquellos
pacientes que recibieron el modulador de Pgp (41).

Con respecto a los carcinomas no célula pequefa, también
existen datos que apuntan a una posible implicacion de las
MDR-proteinas en la falta de respuesta a la quimioterapia.
Ota y cols (40), en 61 pacientes tratados con esquemas que
inclufan vindesina y etoposido, encuentran un peor pronds-
tico en los que expresaban altos o moderados niveles de
Mrp1. Peor pronéstico, que solo se mantiene en los carcino-
mas escamosos al estudiar separadamente los tipos histologi-
cos, por lo que concluyen que tal expresion, contribuye a la
resistencia en los carcinomas escamosos, pero no en los ade-
nocarcinomas. Resultado parecido al publicado posterior-
mente por Oshika y cols (42). Luy cols (43) en 69 pts ,
detectan que de forma significativa, los pacientes que expre-
san Lrp responden peor que los que no. Volm y cols en 94
(34) y 32 pacientes sin tratamiento previo, estudian la resis-
tencia mediante un test in vitro a doxorrubicina que segun
los autores guarda una buena correlacién con la respuesta in
vivo (Error! Reference source not found.), y encuentran una
relacion significativa entre la expresion de Pgp y resistencia,
con independencia de que la expresion fuera débil o fuerte.
Esto ultimo, segun los autores, indicarfa que bajos niveles de
expresion de Pgp son suficientes para originar el fenotipo
resistente. Los mismos investigadores con el mismo método
también relacionan de forma significativa la expresion de Lrp,
en 87 casos. Harada y cols (44), para los carcinomas escamo-
sos, también describen una relacion entre la expresion de Lrp
y la respuesta.

La contrapartida a estos trabajos positivos en carcinomas no
célula pequena, la tenemos en otros estudios. El trabajo pio-
nero en MDR-proteinas en pulmoén de Lai y cols (45), no
encuentra relacién entre Pgp y respuesta a la quimioterapia.
Lo mismo ocurre en el de Oka y cols (46) con 84 pacientes,
de los que solo 1 de los 14 que no expresaban Pgp respondid
al tratamiento. También resultaron negativos los estudios de
Oberli-Schrammli (47) y Kawasaki y cols (48) para la misma
proteina, y los de Dingermans y cols para Mrp1y Lrp (48).
Nuestros resultados al igual que otros publicados, apuntan a
una posible relacién entre expresién de MDR-proteinas y la
resistencia a la quimioterapia en el cancer de pulmén. El
pequefo numero de casos con respuesta valorable solo per-
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TABLA X. Tipo y nimero de MDR-p * yRESPUESTA QUIMIOTERAPIA

- ] RESPUESTA QUIMIOTERAPIA Total
Tipo y nimero de MDR-
proteinas Complet
a Parcial Estable | Progresion
Ninguna 1 3 0 0 4
Pgp 0 0 0 0 0
Una Mrp1 0 2 0 0 2
Lrp 0 0 0 1 1
Pgp+Lrp 0 3 1 0 4
Dos Mrp1+Pgp 0 0 0 1 1
Mrp1+Lrp 0 2 0 0 2
Tres Pgp+Mrp1+Lrp 0 0 1 2 3
Total 1 10 2 4 17
p=0.288

mite concluir en la necesidad de sequir investigando. Para
ello son necesarios estudios prospectivos bien disefiados que
utilicen métodos fiables de deteccién, asociados a ser posi-
ble con estudios de funcionalidad y con el concurso de inhibi-
dores especificos. Pero el disefio y buen desarrollo de estos
estudios presenta algunas dificultades. ;Cudl es el mejor
método de deteccion? ;Cudl es el nivel o cantidad minima de
proteina necesaria para causar resistencia a nivel clinico?.
idisponemos de métodos fiables para medir la funcionalidad
de las Mdr-proteinas?. (Existen inhibidores especificos con
posibilidades de uso clinico?. El cancer de pulmon por su fre-
cuencia, elevada mortalidad, y significativa expresion de
MDR-proteinas, es un buen candidato para este tipo de estu-
dios.

Cada vez es mas evidente que la resistencia a la quimiotera-
pia es un fenomeno multifactorial, por lo que es muy impro-
bable que un solo mecanismo de resistencia sea la clave para
superarla. Es necesario identificar de forma simultanea el
mayor nimero de mecanismos posibles en un mismo
paciente. Esto nos permitird definir perfiles de resistencia, a
partir de los que disenar tratamientos mas especificos e indi-
vidualizados. Lo que hoy parece muy lejano, puede que no lo
este tanto.

CONCLUSIONES

De los resultados del presente estudio concluir que:
1. El cancer de pulmdn expresa con frecuencia MDR-protei-
nas.
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2. De las tres MDR-proteinas estudiadas, Pgp Mrp1 vy Lrp, es
Lrp la més frecuentemente expresada.

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

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

5. Una proporcion importante de pacientes expresan de
forma simultdnea mas de una MDR-proteina.

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

7. Pgp se expresa fundamentalmente asociada a Lrp.

8. La expresion de las tres MDR-proteinas estudiadas no pre-
senta relacién con factores prondsticos como el estadio y no
influye en la supervivencia o el riesgo de recidiva.

9. La expresion de Pgp y el nimero de proteinas expresadas
simultdneamente, puede afectar de forma negativa la res-
puesta a la quimioterapia.
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