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RETINOIDES (RARB y CRBP1) EN CARCINOMA DE PULMON A CELULAS NO PEQUENAS
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Resumen Aunque los pacientes con cancer de pulmén a células no pequefias en estadios tempranos (NSCLC)
tienen buen pronostico, el 20-30% recae, siendo relevante la identificacion de biomarcadores pro-
noésticos. Los retinoides regulan crecimiento y diferenciacion, y pueden antagonizar la progresion tumoral. Su
efecto depende del transporte citosélico mediado por moléculas como CRBP1, y de la union a receptores espe-
cificos (RARp). Alteraciones en esta via se asociaron con cancer. Nuestro objetivo fue estudiar la expresion,
mediante inmunohistoquimica, de RARP y CRBP1 en el tejido tumoral de 49 pacientes NSCLC Estadio I/Il, ob-
tenido durante la cirugia. La supervivencia se analiz6 mediante los test Log Rank y multivariado de Cox. El
44.9% de los tumores fueron positivos para RARf con expresién a nivel citoplasmatico, mientras que el 34.7%
lo expreso a nivel nuclear. La tincién para CRBP1 se observo en el 61.2% de los tumores. No se encontré aso-
ciacion entre la expresion de ambas moléculas y las caracteristicas clinicopatolégicas (sexo, tamafio tumoral,
nédulos linfaticos comprometidos, histopatologia y p53). Tampoco se encontré asociacion con el habito de fu-
mar. La presencia de células tumorales en el lavado pleural se asoci6 significativamente con la expresion de
CRBP1. Por otro lado, se demostré asociacion entre la expresion elevada de RARP citoplasmatico y menor super-
vivencia global (LR 4.17, p=0.0412). El analisis multivariado no mostré asociacion con otras variables de pro-
néstico en NSCLC. En conclusion, en este grupo de pacientes NSCLC Estadio I/ll, RARP pareciera predecir la
supervivencia global en forma independiente.
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Abstract  Retinoid expression (RARP and CRBP1) in non-small-cell lung carcinoma. Although early-stage
non-small-cell lung carcinoma (NSCLC) patients have a relative by favorable prognosis, the risk of
a bad outcome remains substantial. Identification of reliable prognostic markers for disease recurrence and death
has meaningful clinical application. Retinoids are involved in cell growth and differentiation and may antagonize
cancer progression. Their effects are mediated through nuclear receptors called Retinoic Acid Receptor (RAR)
and regulated by molecules such as Cellular Retinol-Binding Protein 1 (CRBP1) that function in retinol storage.
The aim of this work was to analyze by immunohistochemistry the expression patterns of RARf and CRBP1,
involved in retinoid-mediated signaling, in the tumoral tissue of a cohort of stage I/l NSCLC patients (n=49) who
underwent a successful surgical resection. Prognostic evaluation was performed with the multivariate Cox pro-
portional hazard model: 44.9% of tumors were positive for RARf staining at cytoplasmic level, while 34.7% showed
nuclear staining. CRBP1 staining was observed in 61.2% of the lung tumors. No relationship was found between
the number of cells expressing the studied molecules and clinical pathological features, including sex, T and N
(stage), histopathology and p53 expression. Univariate analysis showed a significant association between posi-
tive cytoplasmatic expression of RAR with shorter overall survival (Log-rank test 4.17, p=0.0412). Multivariate
studies indicated that RARf expression was not influenced by other clinical pathological parameters. In conclu-
sion, in this cohort of stage | and Il NSCLC, only the expression of RARP at cytoplasmatic level is a significant
independent unfavorable prognostic factor.
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El cancer de pulmén es la causa mas frecuente de
muerte por tumor maligno tanto en hombres como en
mujeres, siendo responsable de hasta el 25% de las
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muertes por cancer. Sélo el 14% de los pacientes con
tumores malignos de pulmon vive a los 5 afios del diag-
néstico inicial. Este tipo de cancer se asocia a sindromes
paraneoplasicos més frecuentemente que otros tumores.
La dificultad diagnéstica en estadios tempranos, la ten-
dencia a dar metéastasis sistémicas, aun en el caso de
tumores primarios pequefios y la adquisicion de resis-
tencia a los tratamientos habituales son las causas
atribuibles a la alta mortalidad en pacientes con esta en-
fermedad?.
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El cancer de pulmdn, desde el punto de vista anatomo-
patoldgico, se divide en dos grupos principales: carcino-
ma pulmonar de células no pequefias (NSCLC) y carci-
noma de células pequefias (SCLC), siendo diferentes en
cuanto a la patogénesis, diferenciacion, biologia y trata-
miento. Dentro de los NSCLC, los tres tipos anatomo-
patolégicos mas frecuentes son el adenocarcinoma, el
carcinoma epidermoide y el carcinoma de células gran-
des. El adenocarcinoma, que comprende el 40% de to-
dos los canceres de pulmén es mas frecuente en muje-
res y no fumadores. Para los tumores NSCLC el trata-
miento de eleccidn es la cirugia. Sin embargo, la resec-
cién quirargica es sélo posible en aproximadamente el
30-40% de los pacientes al momento del diagndstico,
siendo esta indicacion dependiente del estadio?.

Existen pocos marcadores individuales pronoésticos y/
o predictivos, independientes de los parametros clinico-
patoldgicos establecidos, que sean de utilidad en cancer
de pulmén. Por lo tanto, surge la necesidad de la bus-
gueda de nuevas moléculas relevantes en el proceso
invasivo que permitan la deteccién de subpoblaciones
tumorales asociadas con una mayor agresividad, lo cual
permitiria individualizar la terapia, aumentando la cali-
dad y tiempo de supervivencia del paciente®.

Los retinoides son un grupo de compuestos que in-
cluyen la Vitamina A (retinol), sus metabolitos naturales
y varios compuestos sintéticos. El retinol, que se incor-
pora con la dieta, una vez en la célula es esterificado
para su almacenaje o bien metabolizado a acido retinoico
(RA), siendo All Trans Retinoic Acid (ATRA) el principal
metabolito a través del cual la Vitamina A ejerce su efec-
to bioldgico*. El RA es capaz de regular muchas funcio-
nes biolégicas, como crecimiento, diferenciacion y muer-
te celular. Ademas, es esencial para el desarrollo em-
brionario, sobre todo en el cerebro y el sistema repro-
ductivo, regulando organogénesis y homeostasis* °.

RA activa la transcripcién por unién a receptores nu-
cleares retinoideos (RARa, By v) y rexinoideos (RXRa,
yY). Luego de unirse al RA, los RARs y RXRs se homo o
heterodimerizan y como factores transcripcionales mo-
dulan la transcripcion de genes especificos, pudiendo
afectar la eficiencia de otras vias de sefializacién por
mecanismos poco conocidos. Estos complejos se unen
a elementos respondedores de acido retinoico (RARE)
gue se encuentran en la regién regulatoria de los genes
“blanco™. El efecto de los retinoides es regulado a varios
niveles, por ejemplo las proteinas Cellular Retinol Binding
Protein (CRBP) (1, 2 y 3) intervienen en el metabolismo
del retinol, facilitando la formacion de ésteres de retinil
para su almacenamiento o la conversion de retinol a aci-
do retinoico®.

Muchas evidencias experimentales apoyan el conoci-
miento de que los RA pueden interferir, en varios nive-
les, con los eventos multifactoriales que intervienen en
la oncogénesis, evitando la progresion de lesiones
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premalignas a malignas o bien, una vez establecido el
tumor, pueden impedir o demorar su crecimiento. Por otro
lado, como se han detectado alteraciones en la via de
sefializacion de los RA en varias enfermedades oncol6-
gicas, se esta intentando modular el sistema RA como
terapia antitumoral. Esta terapia tiene como objetivo re-
vertir las alteraciones en el camino de sefializacion de
los RA que bloquean la diferenciacién inducida por los
retinoides y conducir a las células malignas a la apoptosis.
En este sentido, el tratamiento eficaz de la leucemia
promielocitica aguda por el uso de RA solo o en combi-
nacion con una enzima que descondensa el ADN a nivel
del promotor de genes involucrados en este sistema,
constituye un interesante ejemplo” 8. Un nimero menor
de estudios y con resultados variados involucran tumo-
res soélidos® 1°.

Varias teorias han intentado explicar por qué los re-
sultados exitosos encontrados en varios modelos expe-
rimentales de tumores sélidos no han podido llevarse a
la clinica con el éxito esperado. Asi, la actividad clinica
limitada de los retinoides clasicos podria estar relaciona-
da con alteraciones en la expresion de los componentes
de la via de sefializacion del retinoico, como los RAR, de-
tectadas en distintos modelos experimentales y tumores
humanos'*%. Ademas, se ha encontrado que especialmen-
te el RARP se encuentra frecuentemente silenciado en la
carcinogénesis epitelial, lo cual ha llevado a la hipotesis
de que RARP actuaria como un supresor tumoral*. En
estos casos una estrategia terapéutica valida podria ser la
activacion de estos receptores silenciados.

El objetivo de este estudio fue analizar el patron de
expresion del receptor de retinoides RARP y de la molé-
cula transportadora CRBP1 en tumores de pulmén
NSCLC en estadios | y II, provenientes de pacientes ope-
rados, y correlacionar los resultados con parametros cli-
nico-patoldgicos relacionados con el cancer de pulmén,
incluyendo la supervivencia global.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio retrospectivo, donde se analizaron cor-
tes histologicos de piezas quirirgicas correspondientes a tu-
mores NSCLC de 49 pacientes con Estadio | y II. Se incluye-
ron pacientes virgenes de tratamiento y sometidos a cirugia
como tratamiento primario. Se estableci6, ademas, como cri-
terio de inclusion, que la cirugia fuese considerada curativa.
No se incluyeron pacientes que hubieran padecido otro can-
cer ni previo ni durante el tratamiento o seguimiento de su
cancer de pulmon. En todos los pacientes que fallecieron la
muerte fue debida a la progresion de su cancer de pulmon.
Todos los pacientes fueron diagnosticados y tratados en
el Hospital Italiano de Buenos Aires entre los afios 1998 y
2003. Solo 4/49 recibieron tratamiento adyuvante (2 radiote-
rapia y 2 radio mas quimioterapia). El estudio incluyé 35 hom-
bres con una mediana de edad de 64 afos (45-78)] y 14
mujeres con 64.5 afios (51-83)]. El estudio fue aprobado por
los Comités de Docencia e Investigacion del Instituto de On-
cologia A. H. Roffo y el Hospital Italiano de Buenos Aires.
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Cortes histologicos de 4 pm de espesor, provenientes de
tumores fijados con formol y embebidos en parafina, fueron
tratados con microonda para recuperar la antigenicidad. Luego
de la eliminacion de la peroxidasa endégena, los cortes fue-
ron incubados a 4 °C durante 12 h con los anticuerpos pri-
marios RARp (Clone 336, Sigma) y CRBP1 (sc-17145, San-
ta Cruz Laboratories, EE.UU.), seguidos por un segundo an-
ticuerpo biotinilado (Gibco BRL, Gaithersburg, EE.UU.). Lue-
go, los cortes fueron tratados con Vectastain ABC Kit Univer-
sal (PK-6200, Vector Laboratories, Burlingame, EE.UU.) y re-
velados con el cromégeno 3,3' diaminobencidina. Finalmen-
te, el tejido fue teflido con hematoxilina y montado. En todos
los casos, se incluy6 un corte adicional no expuesto al pri-
mer anticuerpo como control negativo para discriminar la
tincion de fondo.

La expresion de los marcadores moleculares fue analiza-
da por dos observadores independientes. El porcentaje de
células con tincion marrén especifica se evalué semicuan-
titativamente de acuerdo al siguiente score: 0-10%: (-), 10-
25 (+), 25-50: (++), 50-75 (+++), 75-100 (++++). En funcién
de esto se definid tincion pobre o negativa versus tincion
positiva. Tincion positiva significa que 10% o mas de las cé-
lulas epiteliales se tifien positivamente para ambos antigenos
a nivel de citoplasma. Para el caso de RARf nuclear se con-
signo positividad si mas del 5% de las células presentaban
inmunomarcacioén positiva.
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La asociacion entre la expresion de RARf y CRBP1 y los
parametros clinicos fue estudiada con el test de chi-cuadra-
do. Para los analisis de correlacion se calcul6 el coeficiente
de Pearson. Se consider6 como significativo un p<0.05. Los
datos clinicos e histopatolégicos, incluyendo la expresion de
p53 y la presencia de células tumorales en el liquido de la-
vado pleural fueron extraidos de las historias clinicas. De ellas
también se extrajo la informacién sobre el habito de fumar
del paciente.

La supervivencia global, definida como el tiempo transcu-
rrido entre el diagndstico inicial y la muerte o ultima consul-
ta, fue analizada mediante las curvas de Kaplan-Meier y el
Log-rank test. El andlisis de Cox se emple6 para analizar si-
multaneamente la expresion de los marcadores estudiados y
las otras variables de pronostico.

Resultados

En los tumores de pulmén NSCLC la tincién para RARS
fue predominantemente citoplasmatica y mas intensa en
el area perinuclear. Se determiné que el 44.9% de los
tumores fueron positivos para RARp. Por otro lado, se
observé que el 34.7% de tumores expresa RAR[ a nivel

TABLA 1.— Asociacion entre la expresion de RARp y los principales parametros
clinico-patoldgicos relevantes en cancer de pulmon

Parametro RAR beta RAR beta CRBP1
citoplasmatico nuclear Posl/total
Posl/total Posl/total
Sexo Hombre 17/35 14/35 22/35
Mujer 5/14 3/14 8/14
Edad < 65 11/26 9/26 15/26
> 65 11/22 7122 14/22
Histopatologia Epidermoide 9/15 4/15 9/15
Adenocarcinoma 10/28 13/28 18/28
Otros 3/6 0/6 3/6
Tamafio T1 7117 4/17 12/17
tumoral T2 14/30 12/30 16/30
T3 1/2 1/2 2/2
Ganglios Ninguno 20/42 16/42 25/42
linfaticos intrapulmonares 217 1/7 517
Estadio la 6/13 3/13 9/13
b 12/24 11/26 13/26
1 4/10 3/10 8/10
p53 Negativo 13/33 11/33 23/33
positivo 9/16 6/16 7116
Cél. tumorales Si 216 3/6 6/6
en lavado pleural No 20/43 14/43 24/43
Habito fumar Si 17/35 11/35 19/35
No 5/13 5/13 10/13
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nuclear. El 16.3% (8/49) de los tumores expreso tincién
especifica tanto a nivel citoplasmatico como nuclear.

En el caso de CRBP1, la tincién se asocié a inclusio-
nes citoplasmaticas tipo vesicular, debido a que esta pro-
teina se localiza en gotas de lipidos. La tincién para
CRBPL1 se evidenci6 en el 61.2% de los tumores. El co-
eficiente de correlacion entre la expresion de RARf y
CRBP1 fue 0.4941 (Pearson, p<0.0431).

En cuanto al tejido normal, en los casos en los cuales
pudo analizarse se observé tincion positiva, tanto para
RARf como para CRBP1, en las células epiteliales bron-
quiales del epitelio adyacente al tejido tumoral.

Se realizé un andlisis univariado comparando la ex-
presion tanto de RARB como de CRBP1, con los diferen-
tes parametros clinico-patolégicos de utilidad en el can-
cer de pulmdn consignados en el momento del diagnos-
tico primario. Para el caso de RARp se analizé en forma
separada la tincién a nivel de citoplasma y a nivel nu-
clear. Los resultados, resumidos en la Tabla 1, muestran
que ni la expresion de RARP ni la de CRBP1 se vieron
afectadas por el sexo o edad del paciente, el tipo histo-
patoldgico, el tamafio tumoral o la presencia de ganglios
intrapulmonares (siendo estos dos Ultimos parametros
incluidos en la variable estadio).

Una observacion interesante fue que los tumores del
tipo adenocarcinoma expresan mas RARf nuclear que
aquéllos con diagnéstico histopatolégico de epidermoide.
Ademas, observamos que ningin tumor indiferenciado
expresa RARP nuclear. Otra observacion indica que el
14.3% de los pacientes que tienen ganglios positivos pre-
sentan expresion para RARf nuclear en el tejido tumoral
versus el 38.1% de los pacientes cuyos ganglios son
negativos.

También estudiamos si la presencia de células
tumorales en el liquido de lavado pleural se asocia a la
expresion de los antigenos estudiados. Se observé que
CRBP1 se expreso en todos los tumores que presenta-
ban células tumorales en el lavado pleural, mientras que
s6lo se expreso en el 55.8% de los tumores donde la
citologia no detect6 células neoplasicas en el liquido
pleural (p<0.0375). En cambio, la presencia de células
tumorales en el lavado pleural no se asocié con los nive-
les de inmunomarcacion para RARS.

Por otro lado, los pacientes cuyos tumores expresan
RARB no difieren estadisticamente de aquellos negati-
vos para RAR con referencia a los niveles de expresion
del supresor tumoral p53, que se encuentra frecuente-
mente alterado (mutado) en el tejido tumoral. El habito
de fumar tampoco mostré relacion sobre el nimero de
células positivas para RARB o CRBP1, encontradas en
los cortes de los tumores NSCLC estudiados.

Ademas, analizamos si la expresion de las dos molé-
culas estudiadas se asociaba con la supervivencia glo-
bal en este grupo de pacientes. Como se observa en la
Fig. 1A, una expresion aumentada de RARf a nivel de
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citoplasma se asocio significativamente con una menor
supervivencia global. El andlisis de supervivencia
estratificado por estadio indicd que la asociacion de alta
expresion para RARP citoplasmatico y supervivencia es
significativa tanto para los pacientes de estadio | como
para los de estadio Il (LR test 6.93, p<0.0082). Cinco de
18 pacientes El con RARf positivo fallecieron, en tanto
que no fallecié ninguno de los RAR negativos. El andlisis
de Cox mostré que la expresion elevada de RARf
citoplasmatica es un marcador pronoéstico independien-
te, no asociado a ninguna de las variables clinico-patolé-
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Fig. 1.— Curva de Kaplan-Meier de acuerdo a la expresion de
RARp citoplasmatico (A) y nuclear (B). En (A) Log Rank
test 4.17; p<0.0412.
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TABLA 2.— Modelo de Cox sobre la expresion de RARp citoplasmatico en la
supervivencia global de pacientes con cancer de pulmdn

Variables Coeficiente p Riesgo 95% intervalo
relativo confianza

RARP 2.89 0.0421 17.90 1.15-279.2
Sexo -0.76 0.4432 1.64 0.46-5.78
Edad 1.00 0.5109 0.46 0.05-4.41
Histopatologia 0.87 0.0878 2.39 0.88-6.51
Estadio 2.76 0.0202 15.74 1.65-150.35
p53 -0.40 0.9597 0.96 0.19-4.89
Presencia de 0.32 0.7521 1.38 0.20-9.75
cél. tumorales
en lavado pleural
Habito fumar -2.11 0.0786 0.12 0.11-1.38

Este analisis se repitio cambiando la variable estadio por T (Tamafo tumoral) y N (presencia de
ganglios comprometidos), ambos pardmetros incluidos en estadio. Se observé que el reemplazo
de estadio por estas variables tampoco modifica la asociacion de RAR con supervivencia.

CRBP-1

3
o
=}
S
]
Q
@
@
e ]
S 8
g :
[} il
= -
n
l6 = w = = =
0 20 40 60 80 100
Tiempo (meses)
(——alta expresion, - - - - baja expresion)

Fig. 2.— Curva de Kaplan-Meier de acuerdo a la expresién de
CRBP1 (Log Rank test NS).

gicas estudiadas (Tabla 2). Por otro lado, ni la inmuno-
marcacion nuclear para RARp nila de CRBP1 se asocia-
ron con supervivencia global (Figs. 1By 2).

Discusion

A pesar de los numerosos esfuerzos para reducir la alta
mortalidad asociada al cancer de pulmon, mediante los

tratamientos quirdrgico y radio/quimioterapicos, el 20%
de los pacientes con NSCLC de estadio | y 30% de los
pacientes de estadio Il recidivan y evolucionan desfavo-
rablemente provocando la muerte del paciente.

Los retinoides son moléculas que participan en el de-
sarrollo y la homeostasis pulmonar en el periodo embrio-
nario y fetal'>. Hay varios estudios que indican que tam-
bién los retinoides cumplen un papel importante en el
crecimiento del pulmoén postnatal y en la reparacion del
organo luego de una injuria, manteniendo de este modo
la integridad organotipica. Ademas, se sabe que la defi-
ciencia de Vitamina A puede causar cambios preneo-
plasicos en el epitelio bronquial, lo cual esta asociado
con un mayor riesgo de cancer!®: ", Esto, sumado al he-
cho de que se ha demostrado que el epitelio bronquial
expresa receptores para retinoides, ha llevado a propo-
ner su uso en el tratamiento de algunas enfermedades
pulmonares. En este sentido, se ha demostrado en nifios
que el suplemento de Vitamina A disminuye la incidencia
y gravedad de la displasia broncopulmonar®®. Por otra
parte, muchas evidencias experimentales apoyan la hi-
poétesis de que los retinoides podrian interferir, en varios
niveles, con los eventos multifactoriales que estan
involucrados en la oncogénesis, evitando la progresion
de lesiones pre-malignas a malignas o bien, una vez es-
tablecido el tumor, podrian impedir o demorar su creci-
miento. Asi, su posible efecto quimioprofilactico y/o
quimioterapéutico se ha ensayado en varias enfermeda-
des malignas y premalignas, aunque con resultados va-
riables®.

En este contexto, nuestro grupo estudié en cortes
histolégicos de carcinoma de pulmon la expresion de al-
gunos componentes de la via de sefializacion de los
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retinoides, como CRBP1 y RARp. Nuestro objetivo fue
determinar si estas moléculas pueden ser marcadores
de utilidad clinica. Se seleccioné un grupo de pacientes
en estadio bajo, ya que frente al establecimiento de fac-
tores de mala evolucién las posibilidades curativas en
estos pacientes son mas altas.

En el grupo de pacientes estudiado encontramos que
el receptor RARP se expresa a nivel citoplasmatico en
alrededor del 45% de los carcinomas de pulmén NSCLC.
El estudio univariado demostré que no hay correlacion
entre la expresion del marcador molecular y las principa-
les variables de prondstico en carcinoma de pulmén, como
estadificacion (T y N), tipo histolégico, sexo, presencia
de células tumorales en el lavado pleural y alteracién del
gen supresor p53. La asociacion de alta expresién
citoplasmatica de RARf con mal prondstico resultd ser
una variable independiente de otras variables prondsticas
relevantes en el cancer de pulmoén (estudio multivariado).
Es importante sefialar que cuando se estratificé por es-
tadio, tanto en el grupo de pacientes El como Ell, la alta
expresion de RARB mantuvo la propiedad de asociarse
con mala evolucion.

Varios autores han determinado que durante la
carcinogénesis de los NSCLC se observa una pérdida
progresiva de RARB*!°. Sin embargo, nuestro trabajo
demuestra que una alta expresion de RARf en el tejido
tumoral esta asociada a mal pronéstico, en términos de
supervivencia global. Un resultado similar fue observado
por un equipo de investigadores del Anderson Cancer
Center de Houston, EE.UU.%. Una posible explicacion
que justifique este resultado podria estar asociada a la
complejidad de la expresion de RARf ya que el mismo
gen, por escision alternativa y por la accién de distintos
factores transcripcionales, puede generar al menos cua-
tro isoformas de RAR( (1, 2, 3, 4)* 2. Estas isoformas
pueden tener funciones opuestas. Asi por ejemplo, estu-
dios in vitro indican que RARP2 media la detencién del
crecimiento y la induccién de la apoptosis inducida por
RA en células de cancer de pulmén, mientras que RARB4
pareceria predisponer al tejido pulmonar a la hiperplasia
y neoplasia?> 2. Por lo tanto, RARP2 podria funcionar
como supresor tumoral, por silenciamiento epigenético
via metilacion o por deacetilacion de histonas?? y RARB4
parece ser oncogénico??. Si esto es asi, niveles aumen-
tados de RARP4 podrian asociarse a peor pronostico.
Seria interesante estudiar en las muestras de tejidos de
NSCLC la expresion de las distintas isoformas de RAR.
Sin embargo, como hasta el momento no hay anticuerpos
especificos que permitan distinguir las distintas isoformas
de RARp, estos estudios se deberian hacer con otras
técnicas como PCR. Otra posibilidad a considerar es que
la sobreexpresion de alguna forma de RARf con funcién
supresora al localizarse en un lugar ectépico, como el
citoplasma, convierta a este receptor en una molécula
no funcional, contribuyendo asi a la progresién tumoral.
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Los mecanismos de localizacion citoplasmatica de recep-
tores nucleares es un punto de discusion, pero es posi-
ble que la incapacidad de transporte de los RAR al na-
cleo module su funcionalidad. Asi, como ejemplo, Fuku-
naba y col, empleando un modelo no tumoral, encontra-
ron cambios en la localizacion celular de los RAR en el
epitelio endometrial humano durante las distintas fases
del ciclo menstrual®.

También estudiamos la expresion de RARf a nivel
nuclear, especialmente porque la presencia de estos re-
ceptores en el ndcleo podria indicar que los mismos son
funcionalmente activos. No se encontro correlacion en-
tre la expresiéon de RARf a nivel nuclear y a nivel
citoplasmatico. Una observacion muy interesante fue que
ningun tumor NSCLC indiferenciado expres6 RARf a ni-
vel nuclear. También encontramos que los tumores de
pacientes que tienen ganglios linfaticos comprometidos
presentan, aunque sin valor estadistico, menor expre-
sién de RAR@ nuclear. Sin embargo, lainmunomarcacion
de RARP nuclear no se asoci6 con el prondstico de los
pacientes NSCLC El y Il estudiados.

La nicotina es capaz de modular la expresion de RARfB
y el efecto de los retinoides sobre la inhibicién del creci-
miento en células de cancer de pulmén?’. Nosotros ana-
lizamos si la expresion de RARP a nivel citoplasmatico o
nuclear estaba asociada con el habito de fumar. Sin em-
bargo, no se encontré ninguna asociacion significativa.
Si bien de las historias clinicas pudimos relevar que 35
pacientes de la poblacion estudiada relataron ser fuma-
dores, alli no estaba consignado ni el dato del nimero
de cigarrillos/dia que consumieron ni durante cuanto
tiempo lo hicieron. Por lo tanto, consideramos que seria
necesario realizar un estudio mas exhaustivo en este
sentido.

En algunos modelos se ha encontrado pérdida de res-
puesta a los retinoides en células de epitelio bronquial a
pesar de la expresion constitutiva de RARP?. De aqui
surge la importancia de estudiar el sistema de sefaliza-
cion de retinoides completo, o sea estudiar el conjunto
de los RAR y los RXR.

Como el efecto de los retinoides, mediado por recepto-
res nucleares, parece depender de la funcionalidad de
CRBP1, nosotros afiadimos al estudio de RARp el andli-
sis de la expresion de esta proteina que participa en la
regulacion de la homeostasis y metabolismo del retinol. El
papel de CRBP1 en la carcinogénesis humana es poco
conocido. En algunos canceres, como ovario y mama, se
encontré una expresion disminuida de CRBP1, producida
por una metilacion aberrante de la region del promotor del
gen® 2, mientras que en carcinoma de préstata su expre-
sion estd aumentada®. Nosotros encontramos inmunomar-
cacion positiva para esta molécula en el 60% de los
carcinomas de pulmén NSCLC de pacientes El y Il. Esta
expresion no se asocid con los parametros de prondstico
clasicos usados en cancer de pulmén, con la Gnica excep-
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cion de haber encontrado tincién significativa-mente au-
mentada de CRBP1 en los tumores de pacientes que te-
nian células neoplasicas en el lavado pleural. Seria inte-
resante estudiar la expresion de esta molécula en las cé-
lulas con capacidad para acceder al espacio pleural, para
determinar si la alta expresion de CRBP1 contribuye a que
las células adquieran esta propiedad.

Por otro lado, la alteracién de CRBP1 en tumores de
pacientes de estadios bajos podria indicar que esta alte-
racion es un evento relativamente temprano en la pro-
gresion de NSCLC. Farias y col.®* demostraron, utilizan-
do un modelo de células mamarias inmortalizadas con el
virus SV40, que la baja expresion de CRBP1 en forma
cronica compromete la actividad de los RAR, restringien-
do el efecto de la vitamina A enddgena sobre las células
epiteliales y llevando a una pérdida de diferenciaciény a
la progresion tumoral.

Se ha probado in vitro que células tumorales de dife-
rente origen son capaces de responder al tratamiento
con retinoides, inhibiendo su crecimiento y/o induciendo
diferenciacion y apoptosis®* *. En el caso particular del
cancer de pulmdn, los estudios in vitro indican que las
células son relativamente resistentes a la inhibicion del
crecimiento por RA, aunque las células de tumores
NSCLC son mas sensibles que aquéllas provenientes de
SCLC?*. Estos estudios llevaron a intentar modular el sis-
tema RA como terapéutica antitumoral en varios tipos de
canceres, con resultados variables en tumores soélidos.
Varias teorias han intentado explicar por qué los resulta-
dos exitosos encontrados en varios modelos experimen-
tales de tumores sdlidos no han podido llevarse a la clini-
ca con el mismo resultado. Uno de ellos es la presencia
de alteraciones en la via RA, por inactivacion de recepto-
res u otras moléculas participantes de la via. En estos
casos una estrategia terapéutica valida podria ser
reactivar estas moléculas silenciadas.

En conclusion, en este grupo de pacientes NSCLC de
estadio | y Il encontramos que la expresion de CRBP1 se
asocia a la presencia de células tumorales en lavado
pleural y que una expresion alta de RARpP a nivel
citoplasmatico es un factor independiente de mal pro-
néstico. Estos hallazgos pueden ser de importancia cli-
nica, ya que permitirian identificar aquellos pacientes de
bajo estadio que a pesar de haber sido operados
exitosamente recidivan. A estos pacientes se les podria
aplicar otros esquemas terapéuticos, puesto que podrian
tener mas oportunidades de sobrevivir si se tratan tem-
pranamente en forma mas agresiva. Por otro lado, la elu-
cidacion del patron de expresion y de las interacciones
de todos los receptores de retinoides podria mejorar nues-
tra capacidad para desarrollar terapias quimiopro-
filacticas, para predecir la utilidad de los tratamientos
adyuvantes y para mejorar globalmente el manejo de la
enfermedad NSCLC.
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[...] Con demasiada frecuencia, el lego se imagina la investigacion
cientifica como un centro de concordia olimpica, como una Arcadia de la
justicia. El trabajo de equipo en las ciencias, en el laboratorio de un patro-
no, puede estar lleno de celos, de egoismos en feroz competencia. ; Qué
nombres figuraran cuando se publiquen los resultados? Esta invidia se
ha tornado mds aguda conforme la economia del éxito se hace mayory la
financiacion mas precaria. En casi todas las actividades humanas, el apren-
diz se convierte en critico, denegador o rival del Maestro. |...]

George Steiner

Lecciones de los Maestros. Traduccion de Maria Condor de Lessons of
the Masters (2004). México DF: FCE, Ediciones Siruela, 2004, p 128



