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Resumen

Objetivo. Analizar el valor prondstico que posee la
proteina p53 en cada estadio tumoral, como indica-
dor de riesgo de recidiva.

Pacientes y método. Estudio prospectivo de una co-
horte de 288 pacientes intervenidos por adenocarcino-
ma colorrectal. Cuarenta y dos pacientes (14,6%) se
encontraban en estadio | de la clasificacién TNM (tu-
mor-nodo-metastasis); 144 (50%), en estadio I, y 102
(35,4%), en estadio lll. Se analizaron, en muestras tu-
morales fijadas en formol y parafinadas, variables his-
topatoldgicas y se determinaron mediante inmunohis-
toquimica las proteinas p53 (anticuerpo DO7) y PCNA
(proliferative cell nuclear antigen) (anticuerpo PC10).

Se analizaron los resultados de p53 en cada una de
las categorias de las variables clinicas e histopatolé-
gicas. Se calculd la supervivencia sin recidiva me-
diante el método de Kaplan-Meier. Se analizé el valor
de cada variable como indicador predictivo de apari-
cion de recidiva tumoral mediante andlisis de regre-
sion de Cox. Se calcularon las hazard ratio y los in-
tervalos de confianza (IC) del 95%, como indicadores
del riesgo relativo. El analisis se aplicé en toda la co-
horte de pacientes y, posteriormente, fue repetido en
cada estadio tumoral TNM por separado.

Resultados. Los tumores con sobreexpresion de
proteina p53 desarrollaron con mayor frecuencia reci-
diva tumoral y presentaron menor supervivencia sin
recurrencia a los 5 afios de seguimiento. Sin embar-
go, Unicamente en los tumores en estadio lll la aso-
ciacion entre expresion de p53 y evolucién postope-
ratoria alcanzé significacion estadistica. En este
subgrupo de pacientes, la supervivencia sin recidiva
a los 60 meses de seguimiento fue del 60% en los tu-
mores con p53 negativo y del 26% en aquellos con
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p53 positivo (p = 0,010). En el analisis multivariante,
p53 se mostré como un factor pronéstico indepen-
diente asociado a un riesgo elevado de recidiva en
tumores en estadio lll (hazard ratio = 2,76; IC del 95%,
1,29-5,9; p = 0,009). La sobreexpresion de p53 aporté
valor pronéstico como indicador de riesgo elevado
de recidiva en forma de metastasis (hazard ratio =
2,23; IC del 95%, 1,04-4,75) y no como factor pronosti-
co de recidiva locorregional. No se observo relacién
entre el estado de la proteina p53 y el efecto de la
quimioterapia adyuvante postoperatoria.

Conclusion. La proteina p53 no posee el mismo va-
lor como factor pronéstico en todos los estadios tu-
morales. Esta proteina tinicamente posee valor pre-
dictivo indicativo de riesgo elevado de recidiva en el
subgrupo de pacientes con tumores en estadio lll.

Palabras clave: Proteina p53. PCNA. Cancer colorrectal.
Recidiva tumoral. Factor prondstico.

VARIATION IN THE PROGNOSTIC VALUE OF P53
PROTEIN IN RELATION TO TUMORAL STAGE IN PA-
TIENTS WITH COLORECTAL ADENOCARCINOMA

Objective. To analyze the prognostic value of p53
protein as a marker of recurrence risk in each tumo-
ral stage.

Patients and method. A prospective study of a co-
hort of 288 patients who underwent surgery for colo-
rectal adenocarcinoma was performed. Stage 1 of the
tumor-node-metastasis (TNM) classification was found
in 42 patients (14.6%), stage Il in 144 (50%) and stage
Il in 102 (35.4%). Histopathological variables were exa-
mined in tumor samples fixed in formol and embedded
in paraffin and p53 (DO7 antibody) and proliferative
cell nuclear antigen (PC-10 antibody) proteins were de-
termined using immunohistochemistry.

The results of p53 were analyzed in each of the ca-
tegories of clinical and histopathological variables.
Recurrence-free survival was calculated using the
Kaplan-Meier method. The value of each variable as a
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predictive marker for tumoral recurrence was analy-
zed using Cox regression analysis. Hazard ratios and
95% confidence intervals were calculated as indica-
tors of relative risk. The analysis was applied to the
whole cohort and was subsequently repeated in each
TNM tumoral stage separately.

Results. Tumors with p53 protein overexpression
more frequently recurred and showed lower recurren-
ce-free survival at 5 years. However, the association
between p53 expression and postoperative outcome
was statistically significant in stage Ill tumors only. In
this subgroup of patients, recurrence-free survival at
60 months was 60% in p53-negative tumors and was
26% in p53-positive tumors (p = 0.010). In the multiva-
riate analysis, p53 was an independent prognostic
factor associated with a high risk of recurrence in
stage Il tumors (hazard ratio = 2.76; 95% Cl, 1.29-5.9;
p = 0.009). Overexpression of p53 showed prognostic
value as a marker of high risk of recurrence in the
form of metastases (hazard ratio = 2.23; 95% Cl, 1.04-
4.75), but not as a prognostic marker of locoregional
recurrence. No relationship was found between the
state of p53 protein and the effect of postoperative
adjuvant therapy.

Conclusion. The p53 protein does not have the
same prognostic value in all tumoral stages. This pro-
tein is only predictive of high recurrence risk in the
subgroup of patients with stage lll tumors.

Key words: p53 protein. PCNA. Colorectal cancer. Tumo-
ral recurrence. Prognostic factor.

Introduccién

En los ultimos afos se ha investigado con gran interés
el valor prondstico sobre la evolucién postoperatoria de
los factores biologicos en adenocarcinomas colorrecta-
les. El objetivo es identificar a subgrupos de pacientes
con riesgo diferente de recidiva y fallecimiento; ademas,
también se cree que estos factores bioldgicos pueden
ayudar a predecir la respuesta a la quimioterapia’. Entre
todos los potenciales marcadores predictivos, el gen p53
ha sido uno de los mas ampliamente estudiados?®. Se
detectan alteraciones de p53 hasta en el 60% de los ade-
nocarcinomas de colon y recto*. En condiciones norma-
les, la proteina codificada por este gen, la proteina p53,
es un factor de transcripcion que desarrolla un papel muy
importante en la regulacién del ciclo celular y en la muer-
te celular programada o apoptosis. Cuando existe una
mutacién del gen se produce una proteina estructural-
mente anormal, no funcionante, que se acumula en la cé-
lula y es facilmente detectable por inmunohistoquimica.

Diversas publicaciones afirman que la determinacién
de la proteina p53 ofrece informacién sobre el prondstico
en pacientes con cancer colorrectal®®. Parece que la acu-
mulacién intracelular de dicha proteina (sobreexpresion)
se asocia con una evolucién postoperatoria desfavorable.
Sin embargo, también se han publicado estudios con re-
sultados contrapuestos®!', por lo que, por desgracia, no
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hay acuerdo sobre la utilidad clinica de este marcador.
Se ha insistido en la necesidad de desarrollar nuevas in-
vestigaciones y analizar la relacién entre la proteina p53
y los factores predictivos clinicopatolégicos reconocidos?.

En el presente estudio hemos querido determinar el
valor prondstico de la proteina p53 como indicador de
riesgo de recidiva en cada estadio tumoral. Hasta ahora,
se ha admitido que p53 tiene un peso predictivo constan-
te e igual en todos los estadios. No obstante, es facil de-
ducir que los resultados obtenidos en pacientes con tu-
mores iniciales no necesariamente tienen el mismo
significado que los obtenidos en pacientes con metésta-
sis diseminadas. Ademas, habitualmente en los estudios
se ha incluido a grupos heterogéneos de pacientes, con
enfermos de todos los estadios tumorales, lo que es dtil
como trabajo inicial, pero para definir la utilidad clinica de
un marcador es mas apropiado trabajar con grupos tu-
morales especificos y homogéneos. La inclusion de re-
presentantes de todos los estadios tumorales diluye el
poder estadistico del estudio y puede ser un factor de
confusion.

Material y método

Pacientes

Andlisis de 407 pacientes consecutivos, reclutados de forma pros-
pectiva y diagnosticados de adenocarcinoma de colon y recto entre
enero de 1994 y diciembre de 2001 en nuestro hospital. A todos ellos
se les realiz una reseccion quirirgica del tumor. Posteriormente, se
excluyé a 82 pacientes con adenocarcinoma de recto que recibieron ra-
dioquimioterapia adyuvante preoperatoria, 5 pacientes con poliposis fa-
miliar, 17 pacientes que fallecieron por complicaciones postoperatorias,
7 perdidos durante el seguimiento y 8 en los que no se pudo realizar
correctamente el analisis inmunohistoquimico; por ello, el grupo final de
estudio incluye a 288 pacientes. De acuerdo con los hallazgos quirdrgi-
cos e histolégicos, 42 pacientes (14,6%) se encontraban en estadio
T,.NoM, (estadio 1), 144 (50%) en estadio T,,N,M, (estadio Il) y 102
(85,4%) T,.,N, ,M, (estadio Ill) de la clasificacion TNM (tabla 1).

En el momento de la intervencion los datos de cada paciente fueron
recogidos y almacenados en una base de datos computarizada (dBA-
SE Ill plus). Los datos demogréficos, las variables clinicas, el tratamien-
to, la anatomia patolégica, la inmunohistoquimica y el seguimiento fue-
ron recogidos de forma prospectiva y almacenados como parte de un
estudio de factores prondsticos'. El seguimiento postoperatorio se rea-
lizé de acuerdo con un programa descrito previamente.

El tiempo medio de seguimiento de toda la cohorte fue de 30 meses,
con limites entre 4 y 90 meses. Durante este periodo se detectd recidi-
va tumoral en 87 pacientes, en 25 de ellos locorregional aislada y en 77
metastasis y/o recidiva local. La supervivencia libre de enfermedad en
toda la serie fue del 88% a los 12 meses, el 74% a los 24 meses, el
68% a los 36 meses y el 60% a los 5 afios.

Se administrd quimioterapia adyuvante postoperatoria basada en
5-fluorouracilo por via intravenosa y levamisol por via oral. Recibieron
este tratamiento 89 pacientes. Se administré quimioterapia adyuvante
postoperatoria a 38 pacientes con tumores en estadio Ill (menores de
75 afos, con buen estado general y sin enfermedad grave asociada) y
a 51 pacientes con tumores en estadio |l de alto riesgo (tumores obs-
tructivos, con invasion de 6rganos vecinos o con perforacion).

Se determind la concentracion preoperatoria de CEA en suero me-
diante enzimoinmunoanalisis con kits comerciales (ES-300; Boehringer
Mannheim). El valor limite de normalidad fue 5 ng/ml.

Anatomia patoldgica

El estudio histopatoldgico se realizé en muestras representativas de
los tumores extirpados, fijadas en formol tamponado y embebidas en
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TABLA 1. Relacién de p53 con las otras variables

; Numero Casos con p
Variable de casos p53 positivo
(%)
Sexo
Varones 145 92 (63%) 0,15
Mujeres 143 78 (55%)
Edad (ahos)
<65 98 59 (60%) 0,837
65-74 85 48 (56%)
>75 105 63 (60%)
Localizacion tumoral
Colon derecho 85 41 (48%) 0,052
Colon izquierdo 122 79 (65%)
Recto 81 50 (62%)
Estadio TNM
| 42 20 (48%) 0,081
Il 144 82 (57%)
11 102 68 (67%)
Metéstasis ganglionar
Ausentes 182 99 (54%) 0,047
Presentes 106 71 (67%)
Infiltracidn parietal
Submucosa 13 5 (38%) 0,369
Muscular 34 19 (56%)
Serosa 211 126 (60%)
Estructuras vecinas 30 20 (67%)
Grado de diferenciacion
Bien 73 39 (53%) 0,351
Moderado 180 112 (62%)
Bajo 35 19 (54%)
Infiltracion vascular
Ausente 198 108 (55%) 0,028
Presente 90 62 (69%)
Inflitracion linfoplasmocitaria
Ausente 170 104 (61%) 0,395
Presente 118 66 (56%)
Tipo histologico
Adenocarcinoma 257 160 (62%) 0,002
Carcinoma mucoide 31 10 (32%)
Quimioterapia postoperatoria
No 199 115 (58%) 0,517
Si 89 55 (62%)
PCNA
Reactividad baja 48 23 (48%) 0,108
Reactividad alta 240 147 (61%)
CEA
<5 ng/ml 225 128 (57%) 0,193
> 5 ng/ml 63 42 (67%)

TNM: tumor-nodo-metéstasis; PCNA: proliferative cell nuclear antigen.

parafina. Las preparaciones se tifieron con hematoxilina y eosina. De
cada tumor se analizaron, al menos, 5 preparaciones. Las variables
analizadas fueron: tipo histolégico, grado de diferenciacion, penetracion
tumoral en la pared colorrectal, invasién de ganglios linfaticos, infiltra-
cion linfoplasmocitaria peritumoral, infiltracion venosa intramural.

Inmunohistoquimica

Se determinaron las proteinas p53 y PCNA (proliferative cell nuclear
antigen) de forma prospectiva. Para la tincién de la proteina p53 se utili-
z6 el anticuerpo monoclonal DO7 (Dakopatts, Golstrup, Dinamarca).
La tincién se diluyd a 1:50 y se aplic a temperatura ambiente durante
60 min. Posteriormente, se aplicé un horno microondas como sistema
recuperador de antigeno. Para la tincién inmunohistoquimica se empleé
un equipo comercial de avidina-biotina fosfatasa alcalina (Ultraprobe™)
(Biomeda, California, Estados Unidos). Se empled un colorante Fas-
tRed TT (Sigma, Deisenhofen, Alemania) para detectar la actividad del
anticuerpo. Se utilizaron preparaciones de cancer de colon con reactivi-
dad conocida como controles positivos. Unicamente se consideraron
positivas (sobreexpresion) las muestras con tincion de p53 en el nicleo
de, al menos, el 10% de las células tumorales.

57

colorrectal

Para la determinacion de PCNA se empled la misma técnica, con los
siguientes tiempos de incubacion: 30 min a temperatura ambiente para
el anticuerpo anti-PCNA (PC10) (dilucién 1:20) (Dakopatts, Golstrup, Di-
namarca) y 45 min para el complejo avidina-biotina. Las preparaciones
se clasificaron en 2 grupos, segun el nimero de nucleos de células tu-
moral tefiidos: indice de PCNA bajo (10-50%) y PCNA elevado (> 50%).

Anédlisis estadistico

El trabajo fue disefiado como estudio de cohortes. El objetivo princi-
pal fue la aparicién de recidiva del tumor colorrectal. Ademas, se reco-
gieron, separadamente, los datos de recidiva locorregional y metésta-
sis. Se calculd la supervivencia libre de recidiva desde la fecha de la
intervencion hasta la deteccion de la recidiva o la dltima visita.

La asociacién entre p53 y las otras variables se calculé mediante la
prueba de la 2 de Pearson. La curva de supervivencia libre de recidiva
se calculéd mediante el método de Kaplan-Meier, y para las comparacio-
nes se empled el test de rangos logaritmicos. El valor predictivo de
cada variable sobre la aparicién de recurrencia del tumor se analizd
mediante andlisis de regresién de Cox. Se calcularon las hazard ratios,
ajustadas y crudas, y los intervalos de confianza (IC) del 95% de cada
variable, como indicadores del riesgo relativo. El analisis se aplicd en
toda la cohorte de pacientes y, posteriormente, fue repetido en cada es-
tadio tumoral TNM por separado.

Resultados

Se detectd sobreexpresion de la proteina p53 en el nd-
cleo de las células tumorales en 170 pacientes (59%). La
frecuencia entre los casos que pertenecian al estadio TNM
tumoral | (20 pacientes, el 48%) fue menor que entre los
casos en estadio Il (82 pacientes, el 57%) y que entre
aquellos en estadio Ill (68 pacientes, el 67%), pero las dife-
rencias no alcanzaron significacién estadistica (p = 0,081).
La sobreexpresion de p53 fue significativamente mas fre-
cuente en los tumores localizados en el colon izquierdo-
recto, en los casos con presencia de metastasis linfaticas,
en los tumores que presentaban infiltracién vascular y en
las neoplasias de tipo histolégico no mucinoso (tabla 1).

Estadio |

En 5 pacientes se detecto recidiva del tumor: 2 casos
con tumores p53 negativos (9%), y 3 con p53 positivos
(15%). La supervivencia sin recidiva a los 60 meses de se-
guimiento fue del 90% en los tumores con p53 negativo y
del 70% en aquellos con p53 positivo (p = 0,18) (fig. 1).
Ninguno de los factores prondsticos estudiados se asocid
de forma significativa, en el andlisis univariante, con una
mayor frecuencia de recidiva tumoral, posiblemente debido
al escaso numero de recidivas observadas; por ello, en
este grupo no se desarrollé un modelo multivariante para
el andlisis de factores de riesgo (tabla 2).

Estadio I

En 34 pacientes se detectd recidiva del tumor: 13 ca-
sos con tumores p53 negativos (20,9%) y 21 con p53 po-
sitivos (25,6%). La supervivencia sin recidiva a los
60 meses de seguimiento fue del 73% en los tumores
con p53 negativo y del 60% en aquellos con p53 positivo
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Toda la cohorte de pacientes Estadio |
1,001 1,00
0,757 0,754
0,50 053 I 0,50+
0,257 0,25
p < 0,001 p=0,176
0,00 . : . . - 0,00- ; : . . .
12 24 36 48 60 12 24 36 48 60
Meses Meses
Estadio Il Estadio IlI
1,00 = 1,007~
0,751 Ty 0,751
0,507 P53 + 0501 i
P53 + e,
0,25 0,25
p=0,183 p=0,010
0.00 ' ' ' ' _ 0.00A ' ' Fig. 1. Supervivencia libre de en-
' 12 24 36 48 60 12 24 36 48 60 fermedad en el conjunto de la
Meses Meses serie y en cada uno de los esta-
dios tumorales, segun el estado
de la tincion de p53.

(p = 0,183) (fig. 1). La informacién de valor prondstico
aportada por p53 no mostré un valor estadisticamente
significativo, tanto en el andlisis univariante como en el

multivariante (tabla 3). Los factores asociados con riesgo
elevado de recurrencia del tumor fueron: localizacién dis-
tal del tumor (hazard ratio = 5,05; IC del 95%, 2,21-11,5),

TABLA 2. Andlisis univariante de la supervivencia sin recidiva tumoral (estadio tumoral I)

Supervivencia sin recidiva

Variable
Numero de casos Casos con recidiva Hazard ratio IC del 95% p

Sexo

Varones 22 3

Muijeres 20 2 0,94 0,16-5,65 0,946
Edad

<65 14 2

65-74 15 2 0,9 0,13-6,39 0,914

>75 13 1 0,33 0,03-3,61 0,362
Localizacion tumoral

Colon (derecho + izquierdo) 23 1

Recto 19 4 5,61 0,62-50,5 0,124
Infiltracién parietal

Submucosa 11 2

Muscular 31 3 0,7 0,12-4,17 0,691
Grado de diferenciacion

Bien 22 2

Moderado 17 2 1,22 0,17-8,65 0,843

Bajo 3 1 20,15 1,04-3,91 0,047
Infiltracion linfoplasmocitaria

Ausente 18 3

Presente 24 2 0,38 0,06-2,33 0,297
Tipo histolégico

Adenocarcinoma 39 4

Carcinoma mucoide 3 1 4,25 0,47-38,3 0,197
p53

Negativo 22 2

Positivo 20 3 3,30 0,53-20,5 0,199
CEA

<5 ng/ml 38 4 1,00

> 5 ng/ml 4 1 2,14 0,24-19,3 0,498
PCNA

Reactividad baja 11 3

Reactividad alta 31 2 0,20 0,03-1,18 0,076

IC: intervalo de confianza; PCNA: proliferative cell nuclear antigen.
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TABLA 3. Andlisis multivariante de factores de riesgo de recidiva tumoral en pacientes en estadio tumoral Il

Variabl Riesgo global de recidiva Recidiva locorregional Metastasis
ariable
Hazard ratio IC del 95% p  Hazard ratio IC del 95% p  Hazard ratio IC del 95% p
Sexo
Varones 1,00 1,00 1,00
Mujeres 1,09 0,52-2,28 0,817 0,93 0,19-4,67 0,934 1,19 0,55-2,61 0,655
Localizacion tumoral
Colon 1,00 1,00 1,00
Recto 5,05 2,21-11,5 < 0,001 6,47 1,11-37,7 0,038 4,49 1,87-10,8 0,001
Grado de diferenciacion
Bien-moderado 1,00 1,00 1,00
bajo 1,49 0,60-3,73 0,390 3,20 0,30-33,9 0,334 1,12 0,45-2,81 0,808
Infiltracion vascular
Ausente 1,00 1,00 1,00
Presente 2,91 1,38-6,11 0,005 1,67 0,28-9,95 0,575 3,03 1,39-6,59 0,005
p53
Negativo 1,00 1,00 1,00
Positivo 1,14 0,52-2,46 0,745 1,21 0,22-6,50 0,825 1,02 0,45-2,28 0,964
PCNA
Reactividad baja 1,00 1,00 1,00
Reactividad alta 0,40 0,16-1,02 0,055 0,53 0,05-5,97 0,605 0,47 0,18-1,24 0,127
CEA
< 5ng/ml 1,00 1,00 1,00
> 5 ng/ml 4,48 1,02-10,0 < 0,001 3,72 0,66-20,9 0,136 5,37 2,34-12,4 < 0,001
Quimioterapia
No 1,00 1,00 1,00
Si 1,32 0,65-2,70 0,439 0,73 0,13-4,00 0,716 1,36 0,65-2,86 0,415
IC: intervalo de confianza. PCNA: proliferative cell nuclear antigen.
p53 negativo p53 positivo
1,007 1,007
0,754 0,75+
0,50+ 0,50+
0,259 ----. Sin quimioterapia o2s{ T
— Con quimioterapia
Fig. 2. Supervivencia libre de en- 0,00+ 0,00
fermedad en pacientes en esta- ' y ' . . . ' ' ' . y
dio Ill, segun el estado de la tin- 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80
cion de p53 y el tratamiento de Meses Meses
quimioterapia adyuvante post-
operatoria.

presencia de infiltracion vascular (hazard ratio = 2,91; IC
del 95%, 1,38-6,11) y CEA sérico elevado (hazard ratio =
4,48; IC del 95%, 1,02-10). La presencia de inmunorreac-
tividad de PCNA elevada se asocid con mayor supervi-
vencia libre de recidiva y casi alcanzé el nivel de signifi-
cacién estadistica como factor pronostico protector
(hazard ratio = 0,40; IC del 95%, 0,16-1,02).

Estadio Ill

Se detectod recidiva del tumor en 48 pacientes: 12 ca-
sos eran tumores p53 negativos (35,3%), y 36, p53 posi-

59

tivos (52,9%). La supervivencia sin recidiva a los 60 me-
ses de seguimiento fue del 60% en los tumores con p53
negativo y del 26% en aquellos con p53 positivo (p =
0,010) (fig. 1). En el andlisis multivariante, p53 se mostr6
como un factor prondstico independiente asociado a un
riesgo elevado de recidiva. Segun este analisis, pacien-
tes con tumores p53 positivos presentaron un riesgo de
recidivar 2,76 veces superior que aquellos con tumores
p53 negativos (IC del 95%, 1,29-5,9) (p = 0,009) (tabla
4). El bajo grado de diferenciacién también se comport6
como un factor pronéstico asociado con un riesgo eleva-
do de recidiva. Ser mujer y presentar un PCNA elevado
se comportaron como factores pronésticos protectores
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TABLA 4. Andlisis multivariante de factores de riesgo de recidiva tumoral en pacientes en estadio tumoral lll

Variabl Riesgo global de recidiva Recidiva locorregional Metastasis
ariable
Hazard ratio IC del 95% p  Hazard ratio IC del 95% p Hazard ratio IC del 95% p
Sexo
Varones 1 1 1
Muijeres 0,5 0,26-0,97 0,04 1,05 0,32-3,39 0,94 0,47 0,24-0,94 0,033
Localizacion tumoral
Colon 1 1 1
Recto 2,15 1,06-4,87 0,034 3,83 1,19-123 0,025 2,56 1,22-5,35 0,013
Grado de diferenciacion
Bien + moderado 1 1 1
Bajo 4,88 2,27-10,5 < 0,001 3,81 1,03-14,1 0,045 3,47 1,47-821 0,005
Infiltracion vascular
Ausente 1 1 1
Presente 0,91 0,49-1,70 0,768 1,29 0,42-3,97 0,659 1,06 0,55-2,04 0,862
p53
Negativo 1 1 1
Positivo 2,76 1,29-5,90 0,009 2,26 0,60-8,48 0,228 2,23 1,04-4,75 0,038
PCNA
Reactividad baja 1 1 1
c Reactividad alta 0,37 0,14-0,99 0,047 0,44 0,08-2,46 0,352 0,62 0,20-1,95 0,417
EA
<5 ng/ml 1 1 1
>5 ng/ml 1,03 0,51-2,07 0,929 2,71 0,90-8,16 0,077 1,01 0,48-2,11 0,985
Quimioterapia
No 1 1 1
Si 1,21 0,61-2,38 0,591 0,43 0,08-2,19 0,31 1,39 0,68-2,85 0,36

IC: intervalo de confianza. PCNA: proliferative cell nuclear antigen.

(tabla 4). Posteriormente, se repitid el andlisis separando
a los pacientes segun el tipo de recidiva. En este caso la
presencia de inmunorreactividad de p53 demostré po-
seer un valor pronéstico como indicador de riesgo eleva-
do de recidiva en forma de metastasis durante el segui-
miento postoperatorio (hazard ratio = 2,23; IC del 95%,
1,04-4,75); no alcanz6 significacion estadistica el valor
como factor pronéstico de recidiva locorregional (tabla 4).

Se analiz6 el efecto combinado de p53 y quimioterapia
postoperatoria adyuvante en pacientes en estadio Ill. En
pacientes con tumores p53 positivos, la supervivencia sin
recidiva tumoral fue del 23% entre los tratados con qui-
mioterapia y del 28% entre los no tratados (p = 0,654).
En pacientes con tumores p53 negativos, la superviven-
cia sin recidiva tumoral fue del 54% entre los tratados
con quimioterapia y del 60% entre los no tratados (p =
0,90) (fig. 2). El tratamiento con quimioterapia, tanto en el
grupo con tumores p53 negativos como en el de tumores
p53 positivos, no modificé significativamente el riesgo de
recidiva tumoral.

Discusion

Los resultados de nuestro estudio confirman que la re-
actividad inmunohistoquimica de la proteina p53 en ade-
nocarcinomas colorrectales, sometidos a reseccion qui-
rurgica, guarda relacion con la evolucion postoperatoria.
Los tumores que tienen sobreexpresion de dicha protei-
na desarrollan con mayor frecuencia recidiva y tienen
menor supervivencia sin recurrencia a los 5 anos de se-
guimiento. Observamos que todos los grupos de tumo-
res (estadios I, 1l y Ill) tienden a seguir ese comporta-
miento. La aportacion de nuestro estudio ha sido
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comprobar que la asociacion entre la expresién de p53 y
la evolucion postoperatoria Unicamente posee significa-
cion estadistica en los tumores en estadio tumoral IIl.
Con los datos obtenidos se puede decir que el valor pre-
dictivo de p53 no es constante, sino que varia en funcion
del estadio tumoral, de forma que solamente posee valor
como factor prondstico indicativo de riesgo elevado de
desarrollar recidiva postoperatoria en tumores en esta-
dio Il1.

Segun el modelo multivariante desarrollado, en el gru-
po de pacientes con tumores en estadio lll, el riesgo de
recidiva fue 2,76 veces mas elevado cuando se detectd
sobreexpresion de p53. Ademas, al analizar el valor pro-
nostico de p53 en relacidn con la localizacién de la recidi-
va, comprobamos que p53 posee valor prondstico como
indicador de riesgo de recidiva en forma de metastasis,
pero no alcanza significacion estadistica como factor pro-
nostico de recidiva locorregional. Parece que los tumores
que poseen sobre expresion de la proteina p53 tienen
una elevada capacidad de desarrollar metastasis a dis-
tancia.

Se conoce bien la frecuencia de sobreexpresion de la
proteina p53 en el cancer colorrectal, asi como la fre-
cuencia en cada estadio tumoral'. También, en un ele-
vado numero publicaciones se ha analizado la relacion
entre sobreexpresion de la proteina y la evolucién posto-
peratoria (supervivencia/recidiva). En un menor ndmero
de estudios se ha analizado el valor prondstico de la so-
breexpresién de p53 como indicador de riesgo de recidi-
va/fallecimiento, teniendo en cuenta la influencia de los
factores prondsticos coincidentes y siguiendo un método
estadistico multivariante'>'®, Habitualmente se ha inclui-
do a grupos heterogéneos de pacientes, con enfermos
de todos los estadios tumorales'. Segun nuestros datos,
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en pocos estudios se ha detallado el valor prondstico que
proporciona la determinacion de p53 en cada estadio tu-
moral. Si se conocen, en cambio, trabajos desarrollados
sobre series monograficas de pacientes en estadio Il o
[11568101618 | os resultados de estas Ultimas publicacio-
nes ya apuntan la existencia de diferencias entre esta-
dios. Los datos de nuestro estudio confirman y amplian
esa informacion.

Creemos que el hecho de que la asociacion entre la
expresion de p53 y la evolucidn postoperatoria posea
significacién estadistica unicamente en el estadio tumo-
ral Il esta en relacion con las diferencias bioldgicas exis-
tentes entre los tumores en estadio Il y Ill. Estos ultimos
poseen un mayor numero de aberraciones genéticas y
en ellos se detectan con mayor frecuencia alteraciones
en los genes relacionados con el desarrollo tumoral y la
formaciéon de metéastasis (oncogenes, genes reparado-
res, genes supresores, factores de crecimiento, molécu-
las de adhesién celular, factores de angiogénesis, me-
tastasis, enzimas de la matriz extracelular)'. Los
tumores en estadio lll ya han adquirido alteraciones ge-
néticas que les permiten invadir estructuras vecinas y
metastatizar en ganglios linfaticos. En estos tumores la
sobreexpresion de p53 es un marcador indicativo de ele-
vada capacidad desarrollar metastasis hematdgenas, de
forma que esta sobreexpresion se comporta como un
marcador del deterioro genético.

Parece existir acuerdo en que la presencia de mutacio-
nes en el gen p53 se asocia a un curso evolutivo post-
operatorio negativo®?, Dadas las dificultades, logisticas
y técnicas, que entrafa el estudio del gen (extraccion de
ADN, secuenciacion del ADN, reaccion en cadena de la
polimerasa [PCR]), muchos investigadores han optado
por determinar, mediante inmunohistoquimica, la protei-
na p53, asumiendo que la acumulacién de dicha proteina
(sobreexpresion) tiene el mismo significado que la muta-
cion del gen. Sin embargo, no existe una opinién clara
sobre el valor de la deteccién inmunohistoquimica de la
proteina p5334. Se sabe que mutacién y sobreexpresion
inmunohistoquimica concuerdan en el 60% de los casos.
También puede existir sobreexpresion causada por otros
factores, como infecciones virales, alteracién de protei-
nas relacionadas con la regulacion de p53 (proteina
mdm-2) o exposicién a toxicos genéticos®“. La mutacion
del gen p53y la acumulacion de la proteina pueden re-
presentar fendmenos intracelulares diferentes. Creemos
que los datos aportados en nuestro estudio pueden con-
tribuir a definir el papel de la determinacién de proteina
p53. Desde un punto de vista practico, la controversia tie-
ne poco sentido, ya que la sobreexpresion de ésta refleja
el grado de agresividad tumoral y se asocia a un patrén
clinico desfavorable, con independencia de la alteracion
biolégica que represente®819.23,

Ademas de p53, analizamos otros factores prondsticos
coincidentes, entre los que destacan los resultados obte-
nidos por la localizacion tumoral y la inmunorreactividad
de la proteina PCNA. Ambos factores demostraron tener
un peso estadistico significativo como marcadores pre-
dictivos independientes en el andlisis multivariante. Se
trata de factores que aportan informacién sobre el pro-
nostico tanto en tumores en estadio Il como en tumores
en estadio Ill.

61

colorrectal

La localizacion del tumor es un factor prondstico am-
pliamente reconocido. Se sabe que la frecuencia de reci-
diva es superior en los tumores de recto que en los tumo-
res de colon. En nuestro estudio el peso estadistico de
este factor fue superior en los tumores en estadio Il que
en aquellos en estadio Ill. Creemos que este hallazgo no
es clinicamente significativo: hay que tener en cuenta
que en el estudio no se han incluido los tumores de recto
sometidos a radioterapia preoperatoria, supuestamente
son los casos que poseen mayor riesgo de recidiva.

La proteina PCNA es una proteina accesoria de la
ADN polimerasa. Esta proteina es sintetizada por las cé-
lulas durante la fase de actividad de replicacion del ADN.
Se detecta unicamente en las células que se encuentran
en las fases G1y S del ciclo de division celular. La detec-
cién inmunohistoquimica del PCNA es un método simple
y util para cuantificar la proporcién de células tumorales
que se encuentran en fase de division y para cuantificar
el grado de proliferacion celular de un tumor?2, Decidi-
mos incluir el PCNA en este estudio como un factor pro-
nostico complementario para ayudar a caracterizar el
comportamiento de cada tumor y para ayudar a delimitar
el valor predictivo de p53. En principio, parece logico
pensar que cuanto mayor sea el grado de actividad proli-
ferativa, mayor sera la agresividad clinica de un tumor.
No hay acuerdo unanime sobre el valor de este marcador
en los carcinomas colorrectales. Aunque se ha publicado
que los tumores con elevada reactividad PCNA muestran
un comportamiento més agresivo, también hay observa-
ciones contradictorias®*?’. Segun nuestros datos la pre-
sencia de inmunorreactividad del PCNA elevada se aso-
cid6 con mayor supervivencia libre de recidiva y se
comporté como factor prondstico protector. Los tumores
con reactividad elevada del PCNA presentaron menor
riesgo de recidiva, tanto en estadio Il (hazard ratio =
0,40; IC del 95%, 0,16-1,02) como en estadio Ill (hazard
ratio = 0,37; IC del 95%, 0,14-0,99). No sabemos cual es
la razén de estos hallazgos; podria ser que los tumores
con bajo indice de PCNA vy, por tanto, con bajo indice de
proliferacion, respondieran en menor medida a los trata-
mientos adyuvantes postoperatorios con quimioterapia o
radioterapia®®. Con los datos disponibles no podemos jus-
tificar esta hipétesis, y parece interesante estudiar en el
futuro esta posibilidad.

En estudios preclinicos se ha observado que la actua-
cion de los agentes que se utilizan habitualmente en el
tratamiento del cancer (farmacos quimioterapicos, radia-
ciones ionizantes) se basa en la induccién de apoptosis y
muerte celular mediada por la activacion de la proteina
p53 normal?®2°, Por ello, es de gran interés explorar la re-
lacion entre la mutacién de p53 y respuesta a la quimio-
terapia adyuvante postoperatoria®*. En varios estudios se
afirma que dicha respuesta es menor en pacientes con
tumores portadores de mutacién en el gen p53°51626
aunque este hallazgo no ha sido plenamente confirma-
do%193132_ Hipotéticamente, se podria identificar a los pa-
cientes con tumores quimiosensibles y la quimioterapia
se podria seleccionar en funcién de las caracteristicas
genéticas del tumor. Las indicaciones actuales de terapia
adyuvante estan basadas en criterios histopatoldgicos
(pacientes con adenopatias metastasicas y pacientes en
estadios Il con factores de riesgo). En nuestro estudio no
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colorrectal

observamos que el estado de la proteina p53 desarrolle
alguna influencia sobre el efecto de la quimioterapia ad-
yuvante postoperatoria. La sobreexpresion inmunohisto-
quimica de p53 no fue un factor util para predecir la res-
puesta a la quimioterapia adyuvante en pacientes en
estadio Ill. Nuestro trabajo no habia sido disefiado para
este objetivo, por lo que los resultados no permiten obte-
ner conclusiones. Ademas, el tratamiento no fue adminis-
trado aleatoriamente y el nimero de pacientes tratados
con quimioterapia era reducido. A pesar de estas limita-
ciones, creemos que nuestros resultados pueden ser
orientativos. Por el momento, no se dispone de evidencia
clinica suficiente para poder atribuir al estado del gen
p53 un valor orientador para conocer la quimiosensibili-
dad del tumor.

Con los datos disponibles podemos concluir que la pro-
teina p53 no posee el mismo valor como factor prondsti-
co en todos los estadios tumorales. Esta proteina unica-
mente posee valor predictivo indicativo de riesgo elevado
de recidiva en el grupo de pacientes con tumores en es-
tadio III.
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