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MARCADORES

INMUNOHISTOQUIMICOS P53 Y
KI67: UTILIZACION DIAGNOSTICA
Y PRONOSTICA EN EL CANCER DE

COLON.

E. Baeyens Cabrera’

Resumen

Introduccion: La carcinogénesis colorrectal es un
proceso multifactorial influenciado por factores ambientales,
genéticos y epigenéticos. Las células cancerigenas colénicas
expresan diferentes marcadores inmunohistoquimicos entre
los que estdn el p53 cuya funcién principal es detener el
ciclo celular en caso de mutacién y el Ki-67 estrictamente
relacionado con la proliferacién celular.

Obijetivos:

-Determinar  la  expresién ~de  marcadores
inmunohistoquimicos en células cancerigenas de colon.

- Ver la relacién existente entre la proteina p53 y
Ki-67 y el tamafio, y grado de infiltracién del tumor.

- Valorar la respuesta al tratamiento del cdncer de
colon segin la expresién de marcadores inmunohistoquimicos.
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Material y métodos: Se procedié a la revisién
de todos los casos diagnosticados como céncer de colon
infervenidos  quirirgicamente en el “Hospital Médico-
Quirdrgico de Jaén” durante el afio 2008.

Se encontré un total de 40 pacientes con
diagnéstico de cdncer de colon. Se buscé el respectivo
informe anatomopatolégico para consignar el sexo y edad
del paciente, grado de infiltracién y metéstasis ganglionar
segun la clasificacién de Dukes, asi como el tamafo, forma
y localizacién del tumor; asimismo se excluyeron los tumores
localizados en recto asi como aquellos pacientes que no
continuaron seguimiento en nuestro hospital por no tratarse
de su hospital de referencia. Dicha evaluacién permitié
seleccionar un total de 23 casos.

Las piezas quirlrgicas se remitieron a Anatomia
Patolégica donde se realizé el procesamiento histoldgico
de las muestras y la tincién inmunohistoquimica mediante el
método EnVision.

Resultados: De los 23 pacientes seleccionados; 10
mujeres y 13 hombres; con media de edad 62,8 afos. Tamafio
promedio del tumo de 26,80 mm y la forma predominante la
ulcero-vegetante (34,78%).

Observando el grado de infiliracién y metdstasis
ganglionares pudimos clasificar a los pacientes en los

RAPD




Marcadores Inmunohistoquimicos p53 y Ki67: utilizacién diagnéstica y pronéstica en el cancer de colon. F. Padilla-Avila

diferentes estadios segin la TNM, predominando el Estadio |l
B (39,13%; 9 pacientes); seguido del Estadio Il A (30,43%).

La expresién de marcadores expresada en porcentaje
de células positivas resulté con un méximo de 84,44% vy
minima de 0% para p53 y mdxima de 93,57% y minima de
30,45% para Ki-67 respectivamente.

Conclusiones:

- El tamaiio del tumor en los casos de cdncer de colon
se relaciona con el grado de infiltracién

- La mayoria de los pacientes en Estadio Il presentan
expresién para p53.

- la expresién de la proteina p53 mutada es
directamente proporcional al tamafio del tumor y grado de
infiltracién

- La expresién de Ki-67 no se relaciona con el estadio
tumoral
Marcadores

Palabras clave: Colon;

inmunohistoquimicos; Estadio.

Introduccion
Carcinogénesis Colorrectal

la carcinogénesis colorrectal es un proceso
multifactorial influenciado por factores ambientales, genéticos
y epigenéticos’. Aunque todavia se conoce poco sobre
los mecanismos de control de la diferenciacién celular y la
homeostasis a lo largo de las criptas colénicas, se cree que
las alteraciones que tienen lugar durante la transformacién
neopldsica ocurren en estadios iniciales del proceso de
diferenciacién, concretamente en el momento en el que
las células deben decidir su destino en el tejido: continuar
en el compartimiento proliferativo, o bien pasar hacia el
compartimiento terminalmente diferenciado.

Atendiendo a su presentacién, se conocen dos formas
fundamentales de cancer colorrectal: esporddico y hereditario.
En la mayoria de los casos aparece de forma esponténeaq, y
en un pequefo porcentaje (5-10%) aparece formando parte
de sindromes gastrointestinales hereditarios autosémicos
dominantes. Esto da a entender que existe un riesgo ambiental
muy elevado que incide directamente sobre el desarrollo de este
tipo de cdncer (Potter, 1999). Las formas hereditarias de CCR
més conocidas son la FAP (Poliposis Adenomatosa Familiar) y
el cancer colorrectal hereditario no polipoideo (HNPCC). Estas
son debidas a alteraciones genéticas transmitidas por la linea
germinal que aumentan el riesgo a CCR.

La secuencia adenoma-carcinoma se caracteriza por
la acumulacién de miltiples mutaciones que afectan a tres tipos
diferentes de genes, que serian:

- los proto-oncogenes: Codifican para proteinas
involucradas en crecimiento celular, diferenciacién y apoptosis.
Su  funcién es regular positivamente la proliferacién celular
y su expresién descontrolada o la de sus formas mutadas
(oncogenes) dan origen a la transformacién maligna,

- los genes supresores tumorales: su actividad consiste
en inhibir la proliferacién celular, ya sea mediante una parada
del ciclo celular o bien mediante la induccién de la apoptosis.
Su pérdida de actividad desencadena carcinogénesis, v,
salvo en raras ocasiones como ocurre con p53, para ello es
necesaria la inactivacién de los dos alelos del gen,

- los genes reparadores del DNA: son genes que
codifican diferentes proteinas encargadas de la reparacién del
ADN, corrigen los posibles errores producidos en la replicacién
y reparan las alteraciones producidas por cualquier agente
mutagénico.

Incidencia y Clasificacién diagnéstica y pronéstica del CCR

La incidencia del cdancer colorrectal, el tumor mds
frecuente considerando la globalidad de hombres y mujeres
(25.600 nuevos casos al afo en Espafa), estd en aumento,
con un incremento anual de hasta el 2,6%, constituye la
primera causa de muerte oncolégica cuando se analizan
conjuntamente los casos en ambos sexos.

El cdncer de colon, y por extensién el colorrectal?,
se presenta en el 95% de los casos en individuos mayores de
50 afios y la edad media en el momento del diagnéstico se
sitba hacia los 70 afios. Los principales sintomas de comienzo
son las alteraciones del ritmo intestinal durante las Gltimas
semanas, el dolor abdominal y la rectorragia persistente sin
sinfomas anales.

Aunque existen diversas clasificaciones para la
estadificacién del cdncer colorrectal, la mds extensamente
utilizada, dada su sencillez y correspondencia con el
prondstico, es la clasificacién original de Dukes, propuesta en
1932. Posteriormente ha habido numerosas modificaciones
de esta clasificacién, siendo la més importante y utilizada la
propuesta por Astler y Coller en 1954.

Paralelamente, en el afio 1954, fue introducida la
clasificacién  TNM. Esta clasificacién incluye los factores
prondsticos mds importantes: la profundidad de la invasién
tumoral en la pared intestinal y el nimero de ganglios
metastatizados hallados. Esta ha sido comparada con las
clasificaciones de Dukes, no detectdndose diferencias entre
ambas en cuanto a pronéstico.
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Marcadores Inmunohistoquimicos
P53

El gen p53, también llamado el “guardidn del
genoma”, se encuentra en el brazo corto del cromosoma 17
(17p13) y codifica un factor de transcripcién proteina nuclear
de 43.7 KDa. Resulta esencial para inducir la respuesta de la
célula ante el dafio del ADN, deteniendo el ciclo celular en
caso de mutacién. El gen p53 es un gen supresor tumoral que,
por lo tanto, desempefia un papel importante en apoptosis y
control del ciclo celular. Una copia de p53 defectuosa podria
permitir que las células anormales proliferen dando por
resultado cdncer, de hecho alrededor del 50 % de todos los
tumores humanos contienen mutaciones en p532.

Ki-67

La proteina Ki-67 (también conocido como MKI-
67) es un marcador que estd estrictamente relacionado con
la proliferacién celular. Durante la interfase, el antigeno Ki-
67 puede ser detectado exclusivamente en el nicleo de la
célula, mientras que en la mitosis la mayoria de la proteina se
traslada a la superficie de los cromosomas. La proteina Ki-67
estd presente en todas las fases activas del ciclo celular (G1,
S, G2, y la mitosis), pero estd ausente en las células en reposo

(GO).

Material y métodos

Se procedié a la revision de todos los casos
diagnosticados  como  cdncer de colon intervenidos
quirdrgicamente en el “Hospital Médico Quirdrgico de Jaén”
durante el afio 2008.

Se encontré un total de 40 pacientes con diagnéstico
histopatolégico de cdncer de colon, cuya pieza se hallara en
este Hospital. Se buscé el respectivo informe anatomopatolégico
para poder consignar el sexo y edad del paciente, grado de
infiltracién y metdstasis ganglionar segin la clasificacién de
Dukes?, asi como el tamaiio, forma y localizacién del tumor;
asimismo quedaron excluidos los tumores de localizacién en
recto asi como los pacientes que no continuaron seguimiento
en nuestro hospital al hacerlo en su hospital de referencia. En
los casos en que no se obtuvieran estos datos en el informe,
se procedié a la revisién de las historias clinicas y las [dminas
histolégicas respectivas  para su  reclasificacién. Dicha
evaluacién permitié seleccionar un total de 23 casos.

Los pacientes diagnosticados de céncer de colon,
generalmente tras la realizacién de colonoscopia con toma de
biopsia, se somefen a un estudio de extensién que consiste
en la realizacién de TAC abdominal y/o RNM pélvica. Una
vez realizado éste y dependiendo ademds de otros factores
como son edad, situacién clinica, patologia asociada, efc, se
seleccionan los pacientes candidatos a cirugia.

Una vez obtenida la pieza quirdrgica se introduce
en un recipiente con formol al 4% y se remite al servicio
de Anatomia Patolégica. Esta muestra es identificada y se
procede a su inclusién en pardfina. Tras estose realizan cortes
con micrétomo. Tras esto se montan los cortes en portas y se
procede a realizar tcnicas de tincién histoldgica. En nuestro
caso, se utilizé la tincién con hematoxilina-eosina.

Para evaluar la expresién de la proteina p53 vy
Ki-67 se procedié a realizar técnicas de inmunohistoquimica.
Para ello se utiliza un corte histolégico de los casos de cancer
colorrectal problema, recogido en una ldmina portaobietos
provistos de una superficie adherente de poli-Hisina, que evita
que el tejido se desprenda durante el proceso de inmunotincién.
Después, el corte histolégico es desparafinado e hidratado
con agua destilada y se procede a la recuperacién antigénica
del tejido en un horno microondas y un tampén citrato al 2%
durante 10 minutos, a una temperatura estandarizada. Este
paso permite la liberacién de los antigenos tisulares del tumor
fijado en formol y su visualizacién al final de la inmunotincién.

La tincién inmunohistoquimica se realiza de forma
automatizada por el Método En Vision que consiste en tras la
recuperacién antigénica, bloquear la peroxidada endégena
del tejido, afadir el anticuerpo primario. seguido de un
molécula polimérica, cuya unién se pone de manifiesto con el
uso de un cromégeno, que finalmente da una tincién marrén-
dorado a las estructuras positivas

La expresién de los marcadores la vamos a realizar
mediante un indice de marcaje para p53 y Ki-67 expresado
en porcentaje (%). Para ello vamos a proceder al recuento de
células tefidas en comparacién con las células totales. Como
minimo vamos a medir 150 células en imdgenes histoldgicas
captadas con cdmara fotogrdfica, usando el programa de
andlisis de imagen ImageJ (NIH).
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Figura 2
p53 +

Resultados
1. Caracterizacién de los pacientes estudio
De los 23 pacientes seleccionados contamos con 10

mujeres y 13 hombres. Sus edades estaban comprendidas
entre 37 y 85 afios; siendo la media de edad 62,8 afios.

En cuanto a la localizacién del tumor podemos hablar
de 3 grupos principalmente; 10 pacientes presentaron el tumor
en colon derecho® ( 43,47%); 10 en colon izquierdo (43,47 %)
y 3 en sigma (13,04%). Cabe destacar que un paciente de
este Ultimo grupo presenté 2 tumores sincrénicos uno en sigma
y ofro en colon fransverso.

De los 23 casos estudiados pudimos observar que
el tamafo promedio fue de 26,80 mm; siendo el de mayor
tamafio de 73mm y el de menor de 7,5mm; y en cuanto a
su forma la predominante fue la ulcero-vegetante (34,78%),
seguida de la excrecente (21,73%), polipoidea e infilirante
(13,04% en cada caso) y por dltimo la vegetante y la ulcerada
por separado, siendo éstas del 8,69% respectivamente.

2, Estadiaje Tumoral

Observando el grado de infiltracién y metdstasis
ganglionares pudimos clasificar a los pacientes en los
diferentes estadios segin la TNM, predominando el Estadio |l
B (39,13%; 9 pacientes); seguido del Estadio Il A (30,43%; 7
pacientes); luego Estadio | y Estadio Il C (13,04%; 3 pacientes
en cada estadio respectivamente); por dltimo con Estadio O
(4,34%; que se correspondié con un solo paciente).

3. Expresiéon de marcadores

Enla se recogen los valores de expresién de

los marcadores tumorales que fue contabilizado en cada uno

Tabla 1. Porcentaje de expresion de p53 y ki67

P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
Po
P10
P11
P12
P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19
P20
P21
P22
P23

2,24
84,44
0
0
74,46
10,98
62,4
77,25
38,04

2,6
16,21
3,34

27,08

46,13
81,70

8,19
68,15

66,84
93,10
65,38
44,26
65,07
30,45
79,75
51,84
87,97
74,41
67,11
55,94
32,24
85,06
61,38
50,76
76,11
81,25
41,64
62,16
64,66
47,18
38,01
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Tabla 2. Relacién entre estadio tumoral y expresiéon de p53 y ki 67

P1 1B
P2 |

P3 0
P4 A
P5 |

Pé 1B
P7 1B
P8 lnc
Po lnc
P10 A
P11 1B
P12 A
P13 A
P14 1B
P15 I

P16 1B
P17 1B
P18 1B
P19 A
P20 A
P21 1B
P22 lne
P23 A

de los 23 pacientes. Los valores se expresan como el porcentaje
de células positivas para el marcador correspondiente.

Segin esta tabla los valores de expresién oscilaron
para:

- P53: Maxima de 84,44% y minima de 0%
- Ki-67: Maxima de 93,57% y minima de 30,45%

Por dltimo, estudiamos la relacién entre el estadio
tumoral y la expresién de los marcadores en cada uno de los
casos (tabla 2 y figura 3).

Si nos fijamos en esta tabla podemos ver cémo todos
los pacientes con Estadio lll, independientemente del subestadio
que corresponda en cada caso, excepto 2 pacientes, presentan
expresion para p53¢.

Con respecto al Ki-67 vemos que se expresa en
mayor o menor medida en todos los pacientes sin distincién
del estadio tumoral.

En funcién a nuestros datos, podemos determinar que
de todos los pacientes, el 65,21% expresan la proteina p53
mutada mientras que 34,79% no. En cuanto a Ki-67 segin
nuestro estudio el 100% de los pacientes expresan dicha
proteina.
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2,24 66,84
84,44 93,10
0 65,38

0 44,26
74,46 65,07
10,98 30,45
62,4 79,75
77,25 51,84
38,04 87,97
0 74,41
2,6 67,11
0 55,94
16,21 32,24
3,34 85,06
27,08 61,38
0 50,76
46,13 76,11
81,70 81,25
0 41,64
8,19 62,16
68,15 64,66
0 47,18

0 38,01

En cuanto a la necesidad de tratamiento
postquirdrgico, ninguno de los pacientes requirié RT, aunque
hay que considerar que no hemos incluido a pacientes con
cdncer rectal. Por otro lado, 7 de los 23 los pacientes fueron
tratados con QT postoperatoria.

mPE3%)
mEIET(%)

< 1 14 ns me

Figura 3

Expresién de marcadores y estadiaje tumoral.
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Durante el afio de seguimiento pudimos apreciar
que a pesar de los tratamientos postquirdrgicos, 1 paciente
presenté una recidiva loco regional, 1 paciente desarrollé
un adenocarcinoma de novo a 20 cm de ano (cirugia previa
hemicolectomia derecha), 1 desarrollé un adenocarcinoma de
vias respiratorias altas, 3 no tenemos seguimiento por consulta
y los ofros 17 contindan vivos y recibiendo sus correspondientes
ciclos de QT y acudiendo a sus revisiones programadas.

El carcinoma de colon es el segundo tumor mds
frecuente en el mundo occidental tras el carcinoma de mama
en la mujer y el de pulmén en el varén. Macroscépicamente los
carcinomas colénicos se clasifican en tipo poliposo, ulceroso,
infiltrante, o combinaciones de éstos.

El éxito del tratamiento se basa en una reseccién
quirdrgica con intencién curativa seguida o no de tratamiento
adyuvante con quimio o radioterapia. Dicho tratamiento se
decide en funcién del estadio tumoral, que sigue siendo el
factor pronéstico mds importante en este tipo de tumor. Sin
embargo, se sabe que los pacientes en el mismo estadio
muestran pronésticos’” muy distintos, con una supervivencia
entre 40-60% a los 5 afos para los pacientes en estadio I,
lo que ha llevado a buscar nuevos factores pronésticos que
permitan definir subgrupos de pacientes dentro del mismo
estadio susceptibles de recibir fratamientos distintos.

Para ello se estdn utilizando los marcadores
inmunohistoquimicos como son p53 y Ki-67. Destacaremos que
en nuestro estudio hay un porcentaje elevado de pacientes que
muestran un estadio | en el que hay una alta expresién de p53,
concretamente el 62,8%. Esto es debido a que son pacientes
diagnosticados de forma precoz mediante la realizacién de un
screening, y cabe esperar que si este tumor se hubiese dejado
evolucionar hubiera sido muy agresivo, de ahi la necesidad de
buscar nuevos métodos que nos ayuden a diferenciar dentro
del mismo estadio tumores con diferente grado de agresividad.

Si analizamos la vinculacién entre el tamafio del tumor
y la expresién de la proteina p53 mutada podemos observar
que existe dependencia entre ésta y el tamafio promedio del
tumor, existiendo una relacién directamente proporcional. Si
nos remitimos nuevamente a la literatura, diversos estudios
sefialan un rango de positividad para p53 mutada en cdncer

de colon que va de 47 a 80% con una media de 63,5%.

Lo proteina p53 tiene el papel de suprimir el
crecimiento de tumores, evitando la propagacién de células
con dafios genéticos. Este “guardidn del genoma” es uno
de los blancos principales de los carcinégenos durante la
transformacién neopldsica. En los seres humanos la alteracién
genética que mds se asocia al cdncer, independiente del sitio
o tejido de origen, es la mutacién del gen p53.

Sabemos que la progresién de los adenomas a
cancer de colon estd supeditada a la acumulacién de defectos
genéticos que involucran la activacién de protooncogenes?,
la inactivacién de genes supresores de tumores. La alteracién
de la proteina p53 es uno de los defectos mds cominmente
observados, encontrdndose una correlacién significativa con
el estadiaje de Dukes.

En cuanto al Ki-67, debemos comentar que
actualmente existen varios estudios que intentan establecer una
relacién implicativa entre céncer de colon y positividad del
marcador. Sin embargo, la mayoria de los datos existentes
acerca de Ki-67 fueron obtenidos sobre todo a partir de
pacientes de cdncer de mama y de préstata, por lo que no
disponemos de resultados comparables con nuestro estudio.

Conclusiones

Como conclusiones, podemos deducir que el tamafio
del tumor en los casos de cdncer de colon de la poblacién
estudiada estd en relacién directa con el grado de infiltracién
de la neoplasia. La mayoria de los pacientes en Estadio |l
presentan expresién para p53, independientemente del
subestadio al que pertenezcan, y que la expresién de la
proteina p53 mutada es directamente proporcional al tamafio
del tumor y grado de infiltracién, a excepcién de 3 pacientes
con estadio tumoral | que presentan un nivel elevado de p53.
Por el contrario, la expresién de Ki-67 aparece en porcentajes
variables en todos los pacientes, sin que se aprecie relacién
alguna con el estadio tumoral. Por ello, este marcador no nos
parece 0til para el estudio del diagnéstico y pronéstico de
pacientes afectos de cdncer de colon. Decir que al tratarse
de un estudio retrospectivo en el que el nimero de pacientes
incluidos es pequefio, puede llevar a sesgos y a la falta de
algunos datos que pudieran ser de interés.
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