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Cartas al Director

Perfil molecular del cancer colorrectal sin
afectacion ganglionar de mal prondstico
mediante la determinacién inmunohistoquimica
de p53,ki67, VEGF y metaloproteinasa 9.

¢ Es 1til como modelo prondstico de recidiva?

Palabras clave: Cdncer colorrectal. Marcador prondstico.
p33.ki67. VEGF. MMP-9. Proceso metastdsico.
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Sr. Director:

Aproximadamente un tercio de enfermos con cdncer colo-
rrectal intervenidos quirdrgicamente con intencién curativa, sin
afectacion ganglionar, fallecen debido a recidiva neopldsica lo-
cal y/o a distancia. Deberfamos considerar la presencia de mi-
crometdstasis en estas neoplasias, infraestadiadas, que no se be-
nefician de tratamiento adyuvante (1-3). Intentamos crear un
perfil molecular mediante determinacién inmunohistoquimica
de p53, ki67, VEGF y MMP-9, que identifique carcinomas co-
lorrectales sin afectacion ganglionar de mayor agresividad, mal
estadiados con métodos convencionales.

Realizamos un estudio retrospectivo de 64 enfermos con
céancer colorrectal, intervenidos quirdrgicamente con cardcter
electivo, e intencidn curativa en nuestro servicio entre 1995 y
1999. Tras fijacién en formol tamponado al 10% de las piezas
resecadas los bloques de tejido se incluyeron de forma habitual
en parafina. Se realizaron 6 secciones consecutivas de 4 um de
grosor de los bloques correspondientes los bordes neopldsicos.
Las secciones fueron tefiidas con hematoxilina-eosina y otras
secciones desparafinadas tefiidas con la técnica de inmunohis-
toquimica, tras desenmascaramiento antigénico con tampon ci-

trato en microondas, utilizando el protocolo Dako EnVision+™,
en inmunotefiidor automdtico TechMate 500 (DakoCytoma-
tion). Se utilizé para p53, proteina andmala nuclear tras inacti-
vacién del gen supresor p53, anticuerpo monoclonal PAb240
(Dako Cytomation), 1:75. Para Ki-67, marcador de prolifera-
cion celular, se utilizé la clona MIB1 (Dako), 1:120. Para
MMP-9, enzima proteolitica que permite la invasioén local por
las células tumorales, anticuerpo monoclonal 15W2 (NCL-
MMP-9-439, Novocastra Laboratories, Reino Unido), 1:40.
Para VEGF, glicoproteina capaz de estimular la neoformacion
vascular, anti-VEGF policlonal, BioGenex (San Ramon,
EE.UU.), tanto concentrado (PU360-UP) 1:10, como predilui-
do (AR360-5R). La cuantificacién del porcentaje de células po-
sitivas en microscopia Optica para cada marcador inmunohisto-
quimico se realizé por dos patdlogos diferentes. Se incluyd
porcentaje de células positivas (%), intensidad global de la tin-
cion e Histoscore (HSCORE). Las secciones tisulares tefiidas
mediante técnicas inmunohistoquimicas se valoraron semicuanti-
tativamente segin el método descrito por McCarty y cols. (4).
Las intensidades se clasificaron como cero (sin tincién), +1 (tin-
cién débil), + 2 (tincion evidente) y + 3 (tincién muy fuerte), en
relacién con el control interno utilizado para cada conjunto de
preparaciones procesadas en el mismo lote en inmunotefiidor au-
tomadtico (Fig. 1). Para cada preparacién se determiné, de forma
independiente, el valor denominado Hscore obtenido tras aplicar
la formula: HSCORE = ¥ (I x PC), que representan intensidad y
porcentaje de células tefiidas con cada intensidad.

La edad media de la poblacién estudiada, n = 64, fue de
68,65 + 10,16, siendo el 40% varones. La localizacion fue rec-
tal en 30 enfermos, 46,9%, y en colon derecho en 14 enfermos,
21,9%. La diferenciacion neoplésica fue buena en el 54,7%. La
estadificacion segtn Astler y Coller fue: A, 2, 3,1%; B1, 18,
28,1%; B 2, 44, 68,8%. Existio componente mucinoso en 7 en-
fermos, 10,9%. Los valores de las variables estudiadas fueron:
ki67, 21,98 + 19,73; Hscore ki 67: 54,79 + 61,74; p53: 12,03 +
22,22; Hscore p 53: 26,40 = 55,19; VEGF: 20,59 + 21,53;
Hscore VEGF: 37,78 + 49,57. MMP-9: 51,62 + 26,91; Hscore
MMP-9: 122,56 + 87,96. El seguimiento mediano fue de 42
meses, 7-93. Existi6 recidiva en el 35,9%, y 26 enfermos fa-
llecieron, 40,6%. Existié correlacién entre p 53 and ki67,
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Fig. 1. A. ki67, intensa inmunorreaccion nuclear, x 400, B. metalopro-
teinasa 9, intensa tincion citoplasmética, x 400, C. p 53 intensa inmu-
notincién nuclear, x 400, D. VEGF, intensa inmunorreaccion, x 400.

p = 0,048, rho: 0,248 y entre VEGF y MMP-9, p = 0,02, rho:
0,291,y p53 con VEGF, p = 0,025, rho: 0,281. No existio rela-
cion significativa entre los valores de las variables estudiadas y
su Hscore, y la existencia de recidiva y/o mortalidad del enfer-
mo tras aplicacion del modelo de regresion de Cox, y del mode-
lo de Kaplan Meier para valores dicotomizados utilizando el
valor de la media como punto de corte.

La correlacion existente entre VEGF y MMP-9, p53 y ki67,
y p53 y VEGF, consolida la funcionalidad de estas variables en
el proceso metastasico y por tanto la posibilidad de terapias in-
hibidoras como tratamiento adyuvante o definitivo. La determi-
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nacién inmunohistoquimica de los marcadores estudiados, y
por lo tanto sus valores, no podrian ser considerados como mar-
cadores prondstico en relacion a recidiva y/o mortalidad del en-
fermo con cdncer colorrectal sin afectacion ganglionar segin
nuestros resultados. Consideramos que la heterogenicidad del
tejido neopldsico puede producir una gran variabilidad en la de-
terminacion inmunohistoquimica de los marcadores estudiados,
y por lo tanto en los valores determinados, que no se identifica-
rian con el comportamiento bioldgico de la neoplasia colorrectal
estudiada, por lo que deberfamos hacer uso de ellos con cautela.

D. Padilla, T. Cubo, P. Villarejo, A. Lépez, M. Garcia',
R. de la Plaza, A. Jara, P. Menéndez, D. Gambi, B. Menchen,
R. Pardo y J. Martin

Servicio de Cirugia General y de Aparato Digestivo.'Servicio
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