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Resumen:

Este trabajo analiza si la expresion de hsp 27 tiene utilidad en el diagnos-
tico o el pronodstico del cancer de Tiroides humano. Dicha expresion se
correlaciona con factores de proliferacidon celular como Ki-67 y p53,y
por otra parte con la expresion de la hormona tiroperoxidasa (TPO) con
capacidad reguladora de la sintesis de las hormonas tiroideas.
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Introduccion

La mayoria de los tumores ma-
lignos de la glandula tiroides se
clasifican como papilares, folicula-
res, medulares e indiferenciados o
anaplasicos, presentando cada uno
de ellos diferencias morfologicas®.
La clasificacion correcta del can-
cer de tiroides es de gran valor
para determinar los protocolos te-
rapéuticos y para la evolucion y el
control de los pacientes. En gene-
ral los carcinomas papilares son
menos agresivos que los folicula-
res, mientras que éstos tienden a
dar metastasis por via hematogena
a distancia (hueso y pulmén) entre
otros sitios®?. Los carcinomas me-
dulares originarios de las células C
o parafoliculares, son menos fre-
cuentes y tienen un porcentaje

mas alto de mortalidad que los
carcinomas diferenciados papilares
y foliculares®. Por ultimo, los pa-
cientes con carcinomas indiferen-
ciados presentan el peor pronosti-
co y seguimiento. Ahora bien, el
pronoéstico individual de los pa-
cientes con cancer de tiroides de-
pende de varios factores que hoy
dia, se basan en aspectos clinicos y
anatomopatologicos .

En el presente estudio, hemos
analizado el valor diagnostico y
prondstico de la proteina hsp 27 en
muestras de biopsias de pacientes
operados de carcinomas papilares,
foliculares, medulares e indiferen-
ciados tiroideos. En nuestra opi-
nion, este es el primer trabajo so-
bre este campo de la proteina hsp
27 en el cancer tiroideo.
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Hsp 27 es un miembro de la
familia de proteinas "“heat shock™
(choque térmico), que participan
en numerosas interacciones protei-
na-proteina, actuando como cha-
peronas (acompanantes) molecula-
res en su conjunto, en Mmecanismos
de activacién-inactivaciéon y en el
trafico y degradaciéon de diversas
proteinas®®. Concretamente hsp 27
se le ha relacionado con la inhibi-
cién del mecanismo de polimeri-
zacidn de la actina®, en la modula-
cién de p21® y en la resistencia a la
apoptosis. Recientemente, hsp 27
ha sido relacionada con la resisten-
cia citotdxica en la quimio tera-
pia®. La utilidad de hsp 27 como
factor prondstico ha sido estudiada
en varios tipos de carcinomas
como el de mama, ovario, prostata
e higado""'?. En el presente trabajo
hemos estudiado la expresién de
hsp 27 por técnicas inmunohisto-
quimicas en tejidos de biopsia ob-
tenidos de pacientes operados por
cancer de tiroides, con un segui-
miento completo de varios afios.
La expresion de hsp 27 se compard
con otros marcadores moleculares
que tienen valor para el pronostico
del cancer: Ki-67 (marcador de
proliferacion celular), p53 (su mar-
caje por inmunohistoquimica de-
muestra la mutacion de p53) y la
peroxidasa tiroidea (TPO).

Material y Métodos
Hemos estudiado un total de
34 pacientes cuyas caracteristicas
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Histologia Edad (rango) Sexo Tratamiento TNM Evolucién
Papillar (n=10)
BD1: 10 41 (12-62) H:8 Lo, 1311: 4 T1INOMO: 1 ST: 17y (13-21)
V2 T,131L:5 T2N1MO: 1 LE: 10 (100%)
In: 1 T3NOMO: 5 Pu M: 1 (cured)
T4N1MO: 2
In: 1
Folicular (n=10)
BD: 6 46 (28-72) H:8 Lo, 1311: 8 T2NOMO: 3 ST: 17y (11-21)
MD: 4 V:2 Th, 1311: 2 T3NOMO: 5 LE: 8 (80%)
T4NOMO: 1 Pu/ Hu M: 2
T4NOM1: 1 Muerte: 1
Cancer mama: 4
* Medular (n=5)
Amiloide: 3 44 (23-58) H:2 Lo: 1 T2N1MO: 1 ST:9y (2-16)
V:3 Lo, 131I: 1 T3NOMO: 2 LE: 1 (20%)
i | T3N1MO: 2 Ra: 4 (80%)
TQu: 1
T,1311, Ra, Qu:1
Indiferenciado (n=9)
Escamoso: 2 69 (53-78) H:7 Ti:1311::2 T4NOMO: 3 ST: 8 m (0-18m)
Vii2 Ti, La:;3 T4N1MO: 1 Muerte: 8 (90%)
Ti, Ra: 1 T4NOM1: 2 In: 1
Re Ci: 1 T4N1M1:2
Re Ci, 1311, Ra: 1 T4N?MO: 1
Re Su, Ch: 1

BD: bien diferenciado; MD: moderadamente diferenciado; H: Hembra;V: varon; Lo: lobectomia; Ti: tiroidectomia; In: indeterminado; Qui: quimioterapia;
Ra: radioterapia; Re: reductiva; Ci: Cirugia; La: laringuectomia; ST: supervivencia total; a: afios; m: meses; LE: libre de enfermedad; Pu: pulmén; M: me-

tastasis; Hu: Hueso; ER: enfermedad regional.

TABLA 1

Principales caracteristicas clinicas de los pacientes con carcinoma de tiroides.

clinicas principales se pueden ob-
servar en la tabla numero 1. Todos
los pacientes fueron tratados en el
Hospital Universitario Insular de
Gran Canaria. El diagnostico his-
tologico se hizo de acuerdo con
los criterios de la OMS". Los
bloques de biopsia fueron obteni-
dos del banco de tumores tiroide-
os del Servicio de Anatomia
Patologica del Hospital Insular
que contiene informacién de los
pacientes sobre sexo, edad, diag-
nostico histologico, tipo histologi-
co, dimensiones del tumor, afecta-
cién de ganglios linfaticos, exten-
sidn regional del tumor, presencia
de metastasis a distancia, trata-
mientos y seguimiento. Los tumo-
res foliculares y papilares se obtu-
vieron de casos consecutivos in-

tervenidos desde 1976, mientras
que los tumores medulares e indi-
ferenciados se obtuvieron del ban-
co completo de tumores. Los teji-
dos fueron fijados en formaldehi-
do tamponado al 10 % e incluidos
en parafina. Para este estudio, se
obtuvieron cortes seriados de un
grosor de entre 5-6 um vy se tifie-
ron con hematoxilina y eosina
para la reevaluacion tumoral y se
procesaron para técnicas inmuno-
histoquimicas.

Las técnicas inmunohistoqui-
micas se llevaron a cabo con los si-
guientes anticuerpos iprimarios
con una incubacién de una hora:
a) anticuerpo monoclonal contra

el antigeno Ki-67 (Novocastra,

Newcastle upon Tyne, UK) a

una dilucién de 1:100

b) anticuerpo monoclonal contra
hsp27 humana (Novocastra) a di-
lucién de 1:200

c) anticuerpo monoclonal contra
p53 (Novocastra) a dilucion de
1:50

d) anticuerpo monoclonal contra hsp
70 (Novocastra) a dilucién de 1:100

e) anticuerpo monoclonal MoAb47
contra TPO (cedido por Dra. C.
De Micco, Marseilla, Francia) a
dilucién de 1:50.

Ademas en los casos en los que
el diagnostico histologico presentd
dificultades, como en los carcino-
mas indiferenciados y medulares,
se realizaron técnicas inmunohis-
toquimicas para Tiroglobulina y
Calcitonina, usando anticuerpos
monoclonales contra Tiroglobuli-
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na humana (Dako Corporation,
Carpinteria, CA) a diluciéon de
1:200 y anticuerpo policlonal con-
tra Calcitonina (BioGenex, San . 5
Ramén, CA) a dilucién de 1:200. Normal (distante al tumor) 5 1.2 (0+0 to 2+2)

Se realiz6 un protocolo de recupe-

Histologia N° de casos Hsp27' (rango)

s By . Normal (cercano al tumor) 5 4.8 (2+1 to 2+4)
raciéon antigénica mediante olla a
presion y posteriormente se colo- Tiroiditis (cercano al tumor) 5 4.6 (1+1 to 1+4)
caron los portas en fosfato buffer

i H 7. i . '
salino, pH. 74 y los AGRCUPS Bocio Parenquimatoso 11 2.5 (0+0 to 2+4)

contra Ki-67 y p53 (Sigma ;
Diagnostics, St, Louis, MO). El it dl Saxpiny)
complejo ABC Complex HRP kit
(Dako) fue seguido de revelado
con Diaminobenzidina 3°-5° . TABLA 2

(DAB), lavado, contraste con he- Espresion de Hsp27 en tiroides normal o tumoral.
matoxilina, deshidratacién y mon-
taje con DPX.

Las inmunotinciones se evalua-
ron por dos investigadores distintos
(JJC-G, DRC) de forma indepen-
diente, sin conocer los datos clini-
cos; el grado de coincidencia fue
del 94% vy los casos discrepantes se
resolvieron por consenso. La inmu-
notinciéon fue valorada en todas las
preparaciones del tumor con un
“score”” establecido de acuerdo a
la proporciéon de células positivas
tenidas: <1%=0; 1-10%=1; 11-
33%=2;33-66%=3 y >66%=4.Un
“score”” para intensidad de la in-
munotincién se establecid, igual-
mente: tincion negativa=0; tinciéon
débil=1; tinciéon moderada=2 vy
tinciéon fuerte=3. Los “scores”
para el porcentaje y la intensidad | === : —
de la tincién se combinaron de FIGURA 1A

Principales valores de intensidad y proporcion y scores (ver M y M).

-, »

acuerdo con la literatura publicada | Tiroides “normal” en un area préxima a un carcinoma folicular con ex-
(10). Se realizaron estudios estadis- presion positiva para hsp27 a nivel citoplasmico.

ticos para t-student, regresion line-
al y correlacion de Pearson usando
el programa estadistico Prism
(Graph Pad Software, San Diego,
CA); considerandose como valor
significativo p<0.05.

Resultados

Hemos estudiado, con fines
comparativos, la expresion de hsp
27 en el tejido tiroideo normal que
rodea a las lesiones tumorales. En la
glandula tiroidea ““normal”” la ex-
presion de hsp 27 varié de acuerdo
a la proximidad del tumor (Tabla 2).
En los foliculos normales distantes
al tumor hsp 27 se detecta clara-
mente en el citoplasma de los tireo-
citos (Fig.1A). La células C o para-
foliculares no expresaron la hsp 27.
Las glandulas que mostraban tiroidi-

tis tuvieron una expresion relativa- FIGURA 1B
mente alta mientras que en las glin- | Carcinoma papilar mostrando abundantes células positivas para hsp27 a
dulas con bocio coloide la hsp 27 nivel citoplasmico.
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Caso #  Hsp27' TPO Ki-67 p53 Seguimiento
Carcinomas Papilares
1 1.9 0 0 0 ST* 21y, LE
2 6.0 3.1 0 0 ST: 21y, LE
3 3.6 2.6 0 0 ST: 20y, LE
4 55 3.8 0 0 ST: 20y, LE
5 5.0 5.0 0 0 ST: 17y, LE
6 3.4 5.0 0 0 ST: 17y, LE
7 4.7 4.0 0.6 0 ST: 14y, LE
8 5.2 45 0.6 0 ST: 14y, LE
9 5.8 2.3 0.8 0 ST: 14y, LE
10 2.4 0 0 0 ST: 13y, Lu M
(curado), LE
Media: 4.35 3.0 0.2 0 ST:17
Carcinomas Foliculares
1 4.9 5.0 0 3 ST* 20y, LE
2 5.3 53 0 3 ST: 20y, LE
4.6 0 0 0 ST: 20y, LE
4 6.0 1.4 0 0 ST: 19y, LE (BC)
5 4.2 3.9 0 0 ST: 17y, LE (BC)
6 2.0 1.5 0 0 ST: 17y, LE (BC)
7 52 3.0 0 3 ST: 16y, LE (BC)
8 1.3 4.1 2 0 ST: 16y, LE
9 4.3 1.9 0 0 ST: 12y, Pu/Hu M, m
10 5.0 2.9 0 0 OS: 11y, Bo M
Media: 4.28 2.9 0.2 0.9 OS: 17y

Medias valores de intensidad y proporcién de scores.
ST: supervivencia total; LE: libre enfermedad; Pu: pulmén; Hu: hueso; M: metastasis; m: muerte.
TABLA 3
Expresion de los marcadores moleculares en carcinomas papilares y
foliculares.

FIGURA 1C
Observese la presencia de tincidon débil de hsp27 a nivel citoplasmico en
celulas tumorales esparcidas de carcinoma folicular.

mostré niveles bajos (Tabla 2). En
los carcinomas papilares, la hsp 27 se
expres6 en muchos casos con una
intensidad de forma débil (score 1)
o bien moderada (score 2); la pro-
porcidén de células tefiidas varid des-
de un 10% (score 1) a mas del 66%
(score 4) (Tabla 3). La expresion de
hsp 27 fue heterogénea en las célu-
las tumorales, apareciendo zonas
con moderada a fuerte inmunotin-
cién que alternaban con otras de
tincién débil o con ausencia de pro-
teinas (Fig. 1B). La tabla 3 también
muestra la expresion de TPO, Ki-67
y p53 en los carcinomas papilares.
LaTPO se expres6 en el 80% de es-
tos tumores, mientras que en mu-
chos de éstos no mostraban inmu-
notincién para Ki-67 y ninguno
mostrd tincidén positiva para p53.
La hsp 27 también se expresd
en los carcinomas foliculares (Tabla
3). En muchos de estos casos, hsp
27 mostré una intensidad débil
(score 1) y la proporcién de células
tefiidas varié en un rango desde el
10% hasta mas del 66% (Fig. 1C).
Los indices o niveles de expresion
de hsp 27 en los carcinomas folicu-
lares fueron similares a los hallados
en los carcinomas papilares (media
4.28 y 4.3 respectivamente). La
TPO se expres6 en el 90% de los
carcinomas foliculares (1D), mien-
tras Ki-67 y p53 se observaron ra-
ramente (Tabla 3). Los niveles e in-
dices de expresiéon de TPO fueron
similares en los carcinomas folicu-
lares y papilares (media 2.9 y 3.0).
Los carcinomas medulares ex-
presaron escasamente el hsp 27, mu-
chas veces con intensidad débil
(score 1) y en pocas células (score 1
0 2) (Tabla 4). De hecho, dos tumo-
res que previamente se habian clasi-
ficado como medulares mostraron
expresion de hsp 27 en numerosas
células, esto propicié la reevaluacién
de estos casos. De esta forma por
técnicas inmunohistoquimicas di-
chos tumores se reclasificaron como
carcinomas foliculares, los cuales
mostraron fuerte inmunotincién
para tiroglobulina, siendo excluidos
del presente estudio. Los carcinomas
medulares presentaron menores ni-
veles de expresion de hsp 27 que los
papilares o foliculares (p<<0.01). La
figura 1E muestra inmunotincién
para hsp 27 en un caso de carcino-
ma medular. La TPO estuvo ausen-
te o carecié de reactividad en los
carcinomas medulares y mostr6 in-
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m_unotinci(')n negativa o baja para Caso # Hsp27'  TPO Ki-67 p53 Seguimiento
Ki-67 y p53 (Tabla 4).

Los carcinomas indiferenciados | curcinomas Medulares

mostraron ausencia o escasa presen- 1 1.9 0 0 0 ST 16y, RL
cia de expresion de hsp 27 (Fig. F), 2 2.7 0 0 0 ST: 14y, RL
excepto en los casos en los que se 3 29 0 3.4 0.2 ST: 6y, RL
encontraron areas de metaplasia es- 4 0.4 0 2.8 02 ST: 5y, RL
camosa (Tabla 4). La figura 1G 5 3.4 0 25 0 ST: 2y, LE
muestra un carcinoma indiferencia-

do con fuerte inmunotincioén para NMadias 21 0 1.7 0.08 ST: 8.6y
hsp 27 en un area de metaplasia es-

camosa. Por otra parte, la expresion | Gaycinomas Indiferenciados

de hsp 27 decreci6 significativamen- 1 0 0 28 5.7 ST: 2m, m+
te en los carcinomas indiferenciados 2 3.0 0 0.4 0 ST: 10m, m+
comparados con los papilares y foli- 3 3.0° 0 41 4.0 ST: 15m, m+
culares (p<<0.02).LaTPO se expresd 4 1.0 0 5.9 6.3 ST: 18m, m+
Unicamente en un caso de carcino- 5 0 0 4.9 0 ST: 1m, m+
ma indiferenciado con niveles bajos, é 4.0° 0 4.0 48 ST: Om, m+
mientras que Ki-67 y p53 eran posi- 7 0 0 3.0 0 ST: indeterminado
tivos de forma significativa (Tabla 4) 3 6.0° 0 0 4.0 ST: 12m, m+
(Fig. 1H). El analisis estadistico reve- 9 3.0 3 5.0 3.0 OS: 3m, m+

16 que el carcinoma indiferenciado
contenia de forma significativa me- Media: 2.2 03 33 3.08 ST:7.6m
nores inmunotincién para la TPO
(p:0001) alta y positiva para Ki-67 Medias valores de intensidad y proporcion de scores.

(p<0.03) y alta para p53 (p<0.02) en TABLA 4
relacion a los carcinomas papilares y Expresion de los marcadores moleculares en carcinomas medulares e
foliculares. El analisis estadistico tam- I .

bién revel6 buena correlacién entre
la expresion de hsp 27 y TPO
(p<0.005) cuando se compararon la
totalidad de los 34 tumores.

Discusion

El objetivo principal del presen-
te estudio fue examinar el valor
diagnéstico y prondstico de hsp 27
en diferentes tipos histologicos de
carcinomas tiroideos. Hsp 27 pre-
sentd niveles de expresion diferen-
tes de acuerdo con el tipo histolo-
gico de carcinoma tiroideo. Niveles
relativamente altos de hsp 27 se en-

contraron en el carcinoma papilar y e e A Ja .

folicular, mientras que estos niveles FIGURA 1E

fueron bajos en el medular e indi- Sélo algunas células tumorales aisladas positivas para hsp27 en un
ferenciado. El escaso nivel de hsp carcinoma medular.

27 expresado en el carcinoma me-
dular tuvo un valor diagnéstico que
permitié la reevaluacién de dos ca-
sos que habian sido incluidos pre-
viamente en el grupo de los carci-
nomas medulares y que, dada la alta
expresion de hsp 27 que mostraron,
permitié su reubicacidn en el gru-
po de los foliculares tras la corres-
pondiente reevaluaciéon. Creemos
que con fines diagnodsticos la pro-
puesta del uso de la tiroglobulina y
calcitonina es mas atil que la hsp
27.Ahora bien, hsp 27 podria usar-
se en el pronostico de la enferme- s :
dad, y en este aspecto puede aler- FIGURA 1F

tarnos sobre un diagnostico erro6- Inmunotincién negativa para hsp27 en un carcinoma indiferenciado.
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neo de carcinoma medular. Los
carcinomas medulares estudiados
fueron de pacientes sin una historia
clinica familiar de cancer y no ha-
bian desarrollado hiperparatiroidis-
mo y/o feocromocitomas durante
su seguimiento. Por consiguiente
estos casos se consideraron como
carcinomas medulares esporadicos.

Los pacientes con carcinoma me-
dular de tiroides mostraron un com-
portamiento clinico heterogéneo,
para lo cual se utilizaron diversos fac-
tores pronosticos. Nuestro trabajo ha
realizado una aproximacion inicial
en el significado pronostico de la hsp
27. Hemos encontrado que en las
biopsias de pacientes con carcinomas
papilares y foliculares (pacientes con
una mejor supervivencia y tiempo
libre de enfermedad) presentaron
una mayor expresion de hsp 27 que
los pacientes con carcinoma medu-
lar, de forma significativa.

Los niveles bajos de expresién
de hsp 27 se encontraron también
en los carcinomas indiferenciados.
Los pacientes con carcinomas indi-
ferenciados tuvieron peor pronosti-
co y baja superv1venc1a Por ello, es
claro que la expresion de hsp 27
desciende con el incremento de la
desdiferenciacion de las células tu-
morales y que la presencia de esta
proteina estd correlacionada con
una mejor supervivencia de los pa-
cientes. Puede ser de mucho interés
examinar mayor nimero de carci-
nomas papilares y foliculares para
correlacionar la expresion de hsp 27
con el seguimiento de los pacientes.

El presente estudio también re-
veld que la hsp 27 es un excelente
marcador de la metaplasia escamo-
sa. En estudios previos, la hsp 27 ha
sido asociada con la metaplasia es-
camosa. Las células escamosas son
altamente diferenciadas, pero en al-
gunos tumores, como sucede en al
cancer de tiroides, estas células es-
camosas se han observado en neo-
plasias indiferenciada que han teni-
do un crecimiento durante un con-
siderable lapso de tiempo, siendo en
estos pacientes el pronostico y la
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evolucién peores. En este sentido, la
hsp 27 es atil para demostrar la pre-
sencia de focos escamosos o#, en
otros casos, la casi completa conver-
si6n de células de adenocarcinoma
en otras de carcinoma escamoso.
Se ha descrito por métodos
bioquimicos que la TPO oscila de
acuerdo con la funcionalidad del
tireocito. De esta forma en proce-
sos morbosos la TPO es muy abun-
dante en la enfermedad de Graves
y baja en las tiroiditis como la de
Hashimoto. La actividad de la TPO
se pierde en los tumores menos di-
ferenciados en torno a un 50%. El

uso del anticuerpo Ab47 contra la
TPO, sigue esta pauta disminuyen-
do su reaccidn cuando se incre-
menta el grado de desdiferencia-
cién. La malignidad del tumor
conlleva cambios en la concentra-
cion de TPO. No obstante en
nuestro trabajo, los carcinomas fo-
liculares son bien diferenciados
mientras que en algunos papilares
las areas de diferenciacidén folicular
son bastante amplias lo que puede
incrementar los niveles de TPO. En
nuestra opinién se requiere ampliar
el nimero de tumores estudiados
para la TPO.

FIGURA 1G
Notese la presencia de inmunotincidn para hsp27 en acimulos celulares
con metaplasia escamosa en un carcinoma indiferenciado.

FIGURA 1H
Muchas células tumorales positivas para p53 a nivel nuclear en carcino-
ma indoferenciado. En todas las preparaaones se revel6 la inmunotin-
cién con diaminobendicina. Se usé la hematoxilina para contrastar los
nacleos. Los aumentos se marcan con: X.
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