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Se ha estudiado la expresién de antigenos de histocompatibilidad de clase | y Il en 41 carcinomas
broncogénicos, asi como en tejido pulmonar normal distante al tumor. Observandose que en todos los casos el tejido
pulmonar normal expresaba antigenos HLA de clase |, mientras que esta expresion se perdia totalmente en un 32 %
de los tumores. La pérdida de estos antigenos HLA de clase | se correlaciono con una mayor agresividad tumoral, asi
estas pérdidas se encontraron con mas frecuencia en los tumores aneuploides, en los tipos histolégicos de
adenocarcinoma y carcinoma de células pequefias y en tumores pobremente diferenciados.

En cuanto a la expresion de antigenos de clase Il también se encontré sobre células normales, aunque esta
fue variable en intensidad, pero solo se pudo apreciar en 6 de los tumores estudiados correspondiendo todos ellos a

tumores bien diferenciados.

CORRELATION BETWEEN EXPRESSION OF HLA ANTIGENS AND CLINICAL AND PATHOLOGICAL
PARAMETERS IN BRONCHOGENIC CARCINOMA.

We have studied expression of HLA class | and Il antigens in 41 patients with bronchogenic carcinoma, both in
tumor tissue and in lung normal tissue situated far from the tumor itself. Normal tissue expressed class | HLA antigens
in every case, whereas this expression lacked in 32% of tumor tissue samples. This lacking correlated with a higher
tumor aggressivity, higher frequency of aneuploidy, small-cell and adenocarcinorna types, and poorly differentiated
carcinomas as well.

Regarding class Il expression, it was found in normal tissue -although with variable intensity - and was found in

only six of the 41 patients studied. All them had well-differentiated tumors.

INTRODUCCION

1,2)

Los antigenos HLA de clase | (ABC) estan ampliamente distribuidos en las células corporales( y estan

implicados en procesos de reconocimiento por los linfocitos T citotoxicos™®. Los antigenos de clase Il estan mas

limitados en su distribucion celular &%

y actuan como elementos restrictivos de las células T helper ©.

Estos antigenos estan controlados por un grupo de genes localizados en el cromosoma 6. Los antigenos de
clase | son glicoproteinas de la superficie celular compuestas de una cadena pesada altamente polimorfica (PM
45000) asociada de una forma no-covalente a la b2 -microglobulina ©©. Los antigenos de clase Il estan compuestos
de dos cadenas glicosiladas (PM 32000 y 29000 respectivamente) @ y estan predominantemente expresadas por
células implicadas en fendmenos inmunoldgicos (células B, células presentadoras de antigenos y linfocitos T

activados)®.
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Es evidente que la respuesta inmune contra células modificadas, células infectadas porvirus o células

tumorales no esta Unicamente influenciada por la naturaleza del antigeno especifico, sino también por la cantidad y

cualidad de las moléculas de clase | presentes en la superficie de la célula tumoral®?.

Existen evidencias que sugieren que la expresién de antigenos HLA de clase | esta alterada en tumores

12,13

humanos™ Dos tipos de alteraciones han sido descritas: a) Pérdida de antigenos de clase | (1213 y b) Expresién de

moléculas aberrantes de clase | “****®, varios trabajos indican que estas alteraciones pueden jugar un papel crucial
en la diseminacion tumoral y produccion de metatasist*”.
En estetrabajo se analiza la expresion de antigenos HLA de clase | y Il en 41 carcinomas broncogénicos. Las

alteraciones fenotipicas han sido analizadas en el contexto de otros parametros clinico-patologicos.

MATERIAL Y METODOS

Muestras de tejido

Los tejidos se obtuvieron de pacientes al cuidado del servicio de cirugia toracica del Hospital Virgen de las
Nieves, los cuales no habian recibido radioterapia o quimioterapia antes de la cirugia. Se estudiaron un total de 41
carcinomas de pulmon.

El tejido fresco tumoral y normal se tomo de especimenes quirlrgicos inmediatamente después de su retirada.
Las muestras se congelaron en isopentano sumergido en nitrégeno liquido. Secciones criostaticas de 57 micras de
espesor se cortaron y secaron a temperatura ambiente durante 14-18 horas, se fijaron 10 minutos en acetona y se
almacenaron a -40° C hasta su posterior uso.

El diagnostico se confirmo por examen de las muestras de parafina. Los tumores se clasificaron segln su tipo

histoldgico, grado de diferenciacion, estadio tumoral, y presencia o no de picos ancuploides.

Anticuerpos monoclonales

Se usaron los siguientes anticuerpos monoclonales: W6/32, contra un determinante estructural formado por las
dos cadenas de los antigenos HLA de clase Ill. Joan | (J. Vives) y a-HLA-B * anti-locus B; a-HLA-A, anti-locus A
@ GRH1, anti b2-Microglobulina, producido en nuestro laboratorio® ; anti-HC10, especifico de cadena pesada® y
GRT2, el cual reacciona con el antigeno comun leucocitario (CD45), que mide la infiltracion leucocitaria tumoral @2
También se usaron los siguientes monoclonales anti clase Il: GRB1, contra HLA-DR producido en nuestro laboratorio
%) B7/21 contra HLA-DP 'y TU22 contra HLA-DQ®®.

Técnica de inmunofosfatasa alcalina

Las secciones de tejido se incubaron con el primer anticuerpo en cadmara himeda a temperatura ambiente
durante 45 minutos. Se lavaron con TBS (solucién tamponada de tris) y se incubaron durante 30 minutos a una hora
con inmunoglobulina de conejo antiratdbn a una dilucion de 1:20 (DAKO), se volvieron a lavar con TBS y se
reincubaron durante el mismo tiempo con el complejo APAAP (complejo soluble de inmunoglobulina de ratén
antifosfatasa alcalina y fosfatasa alcalina) a una dilucion de 1: 50 (DAKO). Después de lavar con TB S, los sitios de
union se pusieron de manifiesto con solucién fresca de Naftol ASMX fosfatasa, dimetilformanida, Tris buffer, FAST
RED y levamisol para inactivar la fosfatasa alcalina enddgena. El lavado final con agua fue seguido de contratincién
con hematoxilina. Como control positivo se usé al monoclonal GRT2 que reconoce el antigeno CD45. Como control

negativo en cada experimento el anticuerpo primario se reemplazé en una seccion por TBS.
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RESULTADOS

I. Expresion de antigenos HLA de clase | y Il en
neumaocitos y células bronquiales: Se estudié la expresion
de estos antigenos sobre células pulmonares procedentes
del mismo pulmén que el tumor pero distantes a el, y
consideradas como normales por el anatomopatologo. Se
observé expresién de antigenos HLA-ABC en todos los
casos, asi como expresion de antigenos DR, DP y DQ,
aunque dicha expresion de antigenos HLA de clase Il es
variable en cuanto a su intensidad dependiendo del grado

de hiperplasia o metaplasia celular.

Fig. 1: Carcinoma de pulmén HLA clase I(-). AcMo

w6/32: anti-ABC/b»-microglobulina. Infiltrado tumoral
nositivo. Técnica de Fosfatasa Alcalina

TABLA 1
EXPRESION DE ANTIGENOS HLLA DE CLASE I EN
CARCINOMAS DE PULMON
ABC Locus A Locus B

(GRHI, W6/32, HC-10)*  («-HLA-A) (o-HLA-B, Joan 1)

Tumores
HLA (+) 28/41 (68 %) 27/41 25/41
Tumores 13441 (32 % 14/41 10/41
HLA (-) (32%)
Pérdidas 1 3
Selectivas -
* Anticuerpos monoclonales utilizados
Il. Expresion de antigenos HLA de clase | y Il en GRH1: anti-bo-microglobulina. Infiltrado tumoral
nositivo. Técnica de Fosfatasa Alcalina

carcinomas broncogénicos: Se han estudiado un total de 41

tumores, observandose pérdida total de expresion de

TABLA 2
EXPRESION DE ANTIGENOS HLA DE CLASE II EN
CARCINOMAS DE PULMON
DR DP DQ
(GRH1)* (B-7/21) (Tu 22)
Tumores
HLA (+) 5/41 (12 %) 5/41 3141
Tumores
36/41 (88 % 36/41 38/41 ’

HLA () @ Fig. 3: Carcinoma de pulmén locus A(-). AcMo: a-

HLA-A: Anti-locus A. Técnica de Fosfatasa Alcalina
* Anticuerpos monoclonales utilizados
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Relacién: Aneuploidia Relacion: HLA Clase I
Expresion HLA Clase | Grado de Diferenciacién
P.D.
El B/M.D.
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100% —
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Figura 4
Relacion: HLA Clase 1 Relacion: HLA Clase I
Tipo Histoldgico Estadio Tumoral
Estadios Sup.
; Oat cells B Estadio |
Adenocarcinoma
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100% — 100% —
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80% |- 4% 20%
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40% — 40% -
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0% o 0%
HLA (+) . HLA (+) HLA (-)

Figura 5 Figura 7
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antigenos HI-A de clase | en 13 tumores (32%) (Figs. 1y 2) (Tabla 1) pérdidas selectivas de locus A en un caso (Fig.
3) y de locus B en tres casos. Estas alteraciones se deben a pérdida simultanea de cadena pesada y
b2-microglobulina, como se pudo ver por la falta de reactividad de los anticuerpos monoclonales GRH1, W6/32 y
HC10.

La ausencia de expresion de antigenos de clase | se detectd principalmente en tumores aneuploides (asi el
70% de los tumores negativos presentaron aneuploidia) (Fig. 4), en los tipos histologicos de adenocarcinoma y
carcinoma de células pequefias (45% y 50% respectivamente no expresaron antigenos de clase D (Fig. 5), en

tumores pobremente diferenciados (40%) (Fig. 6) y en el estadio tumoral | segun la clasificacion de la UICC (53%)
(Fig. 7).

Se encontré expresion de antigenos HLA-DR y HLA-DP en cinco tumores y de antigenos HLA-DQ en tres (dos
de los cuales presentaron también expresion de DR y DP) (Tabla Il), siendo el resto totalmente negativos. Todos ellos
correspondieron a tumores bien diferenciados excepto en uno de ellos en donde se detectd una expresion

heterogénea inferior al 25%.

DISCUSION

Los antigenos de histocompatibilidad se han ligado al rechazo de tumores por linfocitos T citotoxicos mediante

el estudio de células tumorales transfectadas que no expresaron estos antigenos. Se ha postulado que tanto el

(26,27,28)

crecimiento tumoral como la invasividad no estan s6lo modificados por la ausencia de expresion sino también

por un desequilibrio en la expresiéon de las diferentes moléculas de clase | *

(30)

e incluso por una incrementada
expresion ', en este Ultimo caso debido a una disminucién en la sensibilidad a las células NK.

En nuestro estudio hemos asociado el defecto de expresiébn de estos antigenos con parametros
clinico-patoldgicos indicadores de agresividad tumoral como son la presencia de aneuploidia, los tipos histolégicos
adenocarcinoma y oat-cells, y un grado pobre de diferenciacién tumoral, mientras no hemos encontrado relacion con
el estadio tumoral. Por tanto podemos concluir que los defectos en la expresion de los antigenos de
histocompatibilidad clase | estan relacionados con una mayor agresividad tumoral. Estas pérdidas pueden
representar un mecanismo de escape para la lisis mediada por los linfocitos T citotéxicos, ya que estas células
reconocen antigenos tumorales en asociacién con moléculas HLA de clase | ¥,

Se ha encontrado una pérdida selectiva de locus Ay tres de locus B en tumores clasificados previamente como
positivos para clase | (anticadena pesada y anti-B 2 microglobulina) (Tabla I). La reactividad del infiltrado linfoide con
estos anticuerpos sirve como control interno. En el caso de pérdida selectiva del locus A fue posible confirmar su
presencia en linfocitos sanguineos aut6logos por medio de anticuerpos monoclonales polimorficos mediante ensayos
estandar de citotoxicidad. Estos datos hablan en favor no solo del uso de anticuerpos monoclonales isotipicos sino
también de anticuerpos polimérficos en orden a una mayor precisién de las alteraciones en la expresion de las

®Den humanos todaviano se conoce si

moléculas VILA de clase I. En contraste a lo que sucede en modelos murinos
la pérdida de alguna molécula de clase | puede favorecer el escape de la inmunovigilancia.

La expresion de moléculas DR y DP se detect6 en cinco casos y la expresion de DQ en tres, siendo totalmente
negativa en el resto de tumores. Esta expresion de antigenos de clase Il se detecté en tumores bien diferenciados,
excepto en uno en el cual la expresion fue heterogénea e incluso inferior al 25% (Tabla 2). Resultados parecidos se

encuentran en tumores de Iaringe(32) donde existe una expresion de «novo» de estos antigenos, en contraste a otros
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(3226) | a expresion de estas moléculas sobre la superficie de las células puede conferir la capacidad para

(34,35

tumores

). Nuestro grupo, también ha

observado que en el cancer de colon la expresion DR se correlaciona con un buen pronéstic0(36).

presentar el antigeno y de este modo estimular una eficiente respuesta inmune

Finalmente nuestros resultados demuestran que existe una mayor frecuencia de alteraciones en la expresion

32,36,37) Estos

de antigenos de histocompatibilidad en carcinomas de pulmén en relacién a otros tipos de tumores(
defectos de expresion de los antigenos de histocompatibilidad de clase | estan relacionados con una mayor
agresividad tumoral, ocurriendo todo lo contrario con la expresion de los antigenos de clase Il. Creemos necesario un
estudio prospectivo para revelar el significado que estos cambios de expresion tienen en el comportamiento biolégico

de estos tumores.
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RENTABILIDAD DE LAS TECNICAS DIAGNOSTICAS EN
TUBERCULOSIS PLEURAL. UTILIDAD DEL ANTIGENO 60.

J. A. Caminero, F. Rodriguez de Castro, T. Carrillo, L. Lopez, J. Freixinet, P. Cabrera.
Seccion de Neumologia y Unidad de Cirugia Toracica. Hospital Nuestra Sefiora del Pino.
C\ Angel Guimera, 93 - 35005 LAS PALMAS DE GRAN CANARIA.
*TRABAJO PREMIADO EN EL XVII CONGRESO DE NEUMOSUR

Con el objetivo de valorar en la tuberculosis pleural la rentabilidad diagndéstica de la deteccion por ELISA de
IgG antiantigeno 60, hemos realizado esta técnica sobre suero y liquido pleural de 18 pacientes con esta enfermedad
y de un grupo control de 33 enfermos con otras afecciones pleurales (19 neoplasicas, 7 trasudados, 5
metaneumonicas, 1 lupus eritematoso diseminado y 1 tromboembolismo pulmonar). La media de las unidades
obtenidas en suero era superior (p < 0,01) en las 18 tuberculosis pleurales (459,83 unidades) que en los 33 controles
(107,42), hecho que también ocurria cuando la técnica se desarrollaba sobre liquido pleural, donde igualmente existia
diferenciacion estadistica (p < 0,001) entre las medias de la tuberculosis pleurales (273,61) y la de los controles
(42,6). Existia una relacion estrecha entre los niveles de IgG anti-A60 en suero y liquido pleural en el grupo de
tuberculosis pleural (r= 0,97) y al ser valorados los 2 grupos conjuntamente (r = 0,97). Este dato iria a favor de que
los anticuerpos en el liquido pleural podrian estar presentes por difusion pasiva desde el suero y no por produccién
local de los mismos.

Calculando el nivel umbral de positividad del test en 230 unidades para suero y en 150 para liquido pleural,
obtuvimos una sensibilidad del 55 % sobre suero y del 50 % sobre liquido con una especificidad del 100 % para el
estudio sobre ambas muestras. Comparando estos resultados con los obtenidos por el resto de las técnicas
diagnésticas empleadas en tuberculosis pleural, estos superaban a los obtenidos tanto por la microscopia directa

como por el cultivo de liquido y biopsia pleural.

YIELD OF DIAGNOSTIC TECHNIQUES IN PLEURAL TUBERCULOSIS. VALUE OF ANTIGEN 60.

In order to evaluate the diagnostic interest of detection of IgG anti-antigen 60 by ELISA, we have determined it
both in serum and pleural fluid samples from 18 patients with pleural tuberculosis. Thirty-three patients with other
pleural diseases were used as control group. Average serum value for pleural tuberculosis was 458.83 units, against
107.42 units in non-tuberculosis patients (p < 0,01). When pleural fluid was considered, we had an average of 273.61
units in tuberculous pleurisy against 42.6 in the control group (p < 0,001). There was a strong relationship between
serum and pleural fluid levels both in patients with tuberculosis and in the overall series (r = 0,97), and this finding

suggests a passive transfer from blood to pleural space.
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