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RESUMEN

Fundamento. En el cancer colorrectal se discute la posible
relacién entre la expresién patoldgica de proteinas repara-
doras (EPPR) y la infiltracién linfocitica tumoral (ILT), asi
como el posible efecto pronéstico de ambos factores.

Material y métodos. Se han revisado 243 canceres colorrec-
tales, resecados consecutivamente. Estudiamos inmunohis-
toquimicamente la EPPR de MLH1, MSH2 y MSH6. La ITL se
valor6 mediante la tinciéon de CD3 en el epitelio tumoral.
Comparamos la mortalidad y progresiéon tumoral post-ope-
ratoria entre los casos con y sin EPPR y con y sin ITL. Adi-
cionalmente estudiamos la mortalidad y progresién tumoral
entre los casos EPPR (+), segln presentaran o no ITL.

Resultados. El 13,6% tumores expresaron EPPR (+) y el
25,5% ITL (+). El seguimiento fue: 73,8+34,6 meses. La fre-
cuencia de ITL (+) resultdé similar entre tumores EPPR (+):
27,3% y EPPR (-): 25,2% (p = 0,80). Los casos EPPR (+) mos-
traron menor mortalidad: 12,1% versus 23,3% (p = 0,15) y
menor progresion tumoral: 21,2% versus 29% (p = 0,35). Las
neoplasias ITL (+) tuvieron menor mortalidad: 9,7% versus
26% [p = 0,007; OR = 3,27(1,25-9,05)] y progresion tumoral:
12,9% versus 33,1% [p = 0,002; OR = 3,35 (1,42-8,15)]. Los
9 tumores EPPR (+) e ILT (+) no presentaron mortalidad ni
progresion tumoral, frente a una mortalidad: 16,7% y pro-
gresion: 29,2% de los 24 casos EPPR (+) e ITL(-) p=0,19y p
= 0,07 respectivamente.

Conclusiones. No se ha encontrado relaciéon entre EPPR e
ITL, con tasas muy similares de ILT (+) entre casos con y
sin EPPR. La ILT (+) mostr6 un efecto prondstico favorable
superior a la EPPR (+). La combinacion de ILT (+) e EPPR
(+) parece tener un efecto protector acumulativo, aunque
su escasa frecuencia resta significacién al hallazgo.

Palabras clave. Neoplasias colorrectales. Histopatologia.
Inmunohistoquimica. Prondstico.Microsatélites.
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ABSTRACT

Background. In colorectal cancer there is discussion about
the possible relation between the mismatch repair protein
expression (MMRPE) and tumour lymphocytic infiltration
(TLI), as well as the possible prognostic effect of both factors.

Methods. A review was made of 243 colorectal cancers,
consecutively resected. We made an immunohystochemical
study of the MMRPE of MLH1, MSH2 and MSH6. The TLI was
evaluated through CD3 staining in the tumoural epithelium.
We compared mortality and post-operative tumoural pro-
gression amongst the cases with and without MMRPE and
with and without TLI. Additionally, we studied mortality and
tumoural progression amongst MMRPE (+) cases, according
to whether or not they presented TLI.

Results. Thirteen point six percent of the tumours expressed
MMRPE (+) and 25.5% TLI (+). The follow-up was: 73.8:34.6
months. The frequency of TLI (+) turned out to be similar
between MMRPE (+) tumours: 27.3% and MMRPE (-): 25.2%
(p = 0.80). The MMRPE (+) cases showed less mortality: 12.1%
versus 23.3% (p = 0.15) and less tumoural progression: 21.2%
versus 29% (p = 0.35). The ITL neoplasias (+) had a lower
mortality: 9.7% versus 26% [p = 0.007; OR = 3.27(1.25-9.05)]
and tumoural progression: 12.9% versus 33.1% [p = 0.002;
OR = 3.35 (1.42-8.15)]. The 9 MMRPE (+) and ILT (+) tumours
did not present mortality or tumoural progression, against a
mortality: 16.7% and progression: 29.2% of the 24 MMRPE (+)
and TLI () cases p = 0.19 and p = 0.07 respectively.

Conclusions. No relation was found between MMRPE and
TLI, with very similar rates of TLI (+) between cases with
and without MMRPE. The TLI (+) showed a favourable
prognostic effect higher than that of the MMRPE (+). The
combination of TLI (+) and MMRPE (+) seems to have an ac-
cumulative protective effect, although its limited frequency
reduces the significance of the finding.

Key words. Colorectal neoplasias. Hystopathology. Immu-
nohystochemistry. Prognosis. Microsatellites.
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INTRODUCCION

El cancer colorrectal se origina, en un
85% de los casos, por la llamada via supre-
sora o de inestabilidad cromosémica, con
activaciéon de oncogenes como el K-ras y la
inhibicion de genes supresores (APC, DCC,
TP53)!2. Otra forma mucho menos frecuente
de cancerogénesis se produce por la altera-
cién del sistema de reparacién de errores
producidos durante la replicacién del ADN,
que esta controlada por los genes MMR (mis-
match repair), fundamentalmente los genes
MLH1, MSH2, MSH6 y PSM23#, Estas lesiones
se denominan “tumores por inestabilidad de
microsatélites” y suponen el 15% de los can-
ceres colorrectales esporadicos y el 95% de
los cénceres colorrectales hereditarios no
polipoideos o sindrome de Lynch?*. Las alte-
raciones del mecanismo de reparacion que
caracteriza a los canceres con inestabilidad
de microsatélites pueden diagnosticarse me-
diante el estudio genético de las mutaciones
germinales®$, por andlisis de microsatélites’
o por técnicas inmunohistoquimicas de ex-
presion de las proteinas reparadoras®.

En su conjunto, el cancer colorrectal
sigue presentando unas importantes tasas
de mortalidad, que en nuestra comunidad,
suponen el 10,5% del namero total de falleci-
dos por cancer en varones y el 14,7% en las
mujeres’. Diversos estudios sugieren que las
neoplasias por inestabilidad de microsaté-
lites pueden presentar un prondstico mas
favorable que el resto, sin que se conozcan
exactamente los motivos!*'2, Por otra parte,
se asume que el cancer colorrectal puede
inducir una respuesta celular anti-tumoral,
mediada por linfocitos T®. Esta respuesta
inmune local del huésped frente al tumor se
manifiesta en forma de una infiltracién linfo-
citica tumoral (ILT) que, también segtn pu-
blicaciones recientes, se podria acompanar
de un mejor prondstico*1>,

La posible relacion entre inestabilidad
de microsatélites y la ILT estd actualmente
en discusion, con resultados discordantes
en la bibliografia'>'¢18, Por ello, hemos plan-
teado el presente estudio, con el objetivo
de determinar en una serie de céanceres
colorrectales resecados la relacién entre la
frecuencia de expresién patolégica de pro-
teinas reparadoras (EPPR) y la ILT, valorada
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mediante estudio inmunohistoquimico del
CD3 como pan-marcador de linfocitos T®.
Asi mismo, pretendemos analizar el posi-
ble valor pronéstico sobre la mortalidad y
la progresién tumoral post-operatoria de la
EPPR y la ILT, tanto de modo aislado como
en el subgrupo de canceres que presenta-
sen expresion de ambos procesos.

MATERIAL Y METODOS

Analizamos retrospectivamente una
serie de 243 casos de cancer colorrectal,
operados consecutivamente. Tras la inter-
vencion, los pacientes fueron seguidos clini-
camente y contestaron a una encuesta que
incluia su autorizacién para analizar sus da-
tos. La revision histolégica e inmunohisto-
quimica de las piezas de resecciéon tumoral
fue realizada por un tUnico patélogo, con el
fin de evitar variaciones inter-observador.

La EPPR y la ILT se estudiaron de modo
cualitativo, con técnicas inmunohistoquimi-
cas. Determinamos la expresion tisular pa-
tolégica de MLH-1, MSH-2 y MSH-6 mediante
la incubacion de los cortes histologicos con
sus anticuerpos primarios monoclonales,
obtenidos de ratén, frente a la proteina hu-
mana (Biocare Medical, USA: clones G168-
15, FE11 y BC/44, respectivamente), inclu-
yendo un control positivo. Cualquier tincién
nuclear fue clasificada como positiva. Con-
sideramos como casos con expresion pato-
l6gica de las proteinas reparadoras aquellos
en los que al menos uno de los 3 marcado-
res mostro una tincién negativa.

La ILT se valoré mediante el estudio
inmunohistoquimico de los linfocitos T in-
traepiteliales, expresados por el marcador
CD3, empleando el anticuerpo monoclonal
de ratéon clon 2gv6 (Ventana Medical Sys-
tem, USA), incluyendo un control positivo.
La tincién se valor6 de modo cualitativo,
mediante el andlisis de 5 campos del epi-
telio tumoral y otros 5 de los bordes de la
pieza de reseccion, libres de tumor. Se pro-
cedi6 al contaje de los linfocitos CD3, obte-
niéndose las medias correspondientes. Se
consideraron como positivos los casos en
los que la tincién media de linfocitos T en el
epitelio del tumor fue 3 veces superior a la
del epitelio no tumoral de los bordes de la
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pieza quirdrgica, por campo de 20 aumen-
tos, siempre que la cifra media de linfocitos
CD3 en el epitelio del tumor fuese igual o
superior a 4.

Comparamos la frecuencia de EPPR y de
ILT entre los diferentes estadios tumorales,
segun la clasificacion pTNM.

Estudiamos la posible relacion entre
EPPR e ILT, comparando la frecuencia de ILT
(+) entre los casos con y sin EPPR.

Analizamos posibles diferencias en
cuanto a mortalidad debida al cancer, asi
como la progresion tumoral tras la resec-
cién quirdrgica, entre los casos EPPR (+) y
los EPPR (5. Igualmente, comparamos las
tasas de exitus y de progresion tumoral en-
tre los tumores con y sin ITL.

De modo adicional, estudiamos la mor-
talidad y progresion post-operatoria del tu-
mor entre los casos EPPR(+), segiin presen-
tasen o no ILT.

Para el estudio estadistico empleamos
los tests de Fisher y Chi cuadrado, determi-
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Figura 1. A: Expresion normal de la proteina reparadora MLH-1; B: expresion patoldgica (ausencia de
tincién) de MLH-1.
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nando la odds ratio (OR), con su indice de
confianza al 95% (IC). Consideramos signifi-
cativos los valores de p<0,05.

RESULTADOS

La serie estudiada estuvo compues-
ta por 167 hombres (68,7%) y 76 mujeres
(31,3%). La edad media fue de 62,8 + 12
anos. La clasificacién pTNM de los canceres
fue la siguiente: estadio I = 26,7%; Il = 39,1%;
Il =251%yIV =9,1%.

Los tumores presentaron EPPR (+) en
33/243 casos (13,6%). La figura 1 represen-
ta la expresiéon normal y patolbgica (ausen-
cia de tincién) de MLH-1. La ILT fue (+) en
62/243 (25,5%) (Fig. 2), presentando homo-
geneidad en cuanto a su distribucion en el
epitelio. No se registraron diferencias sig-
nificativas entre el estadio tumoral pTNM y
la frecuencia de EPPR (p = 0,21), ni entre el
pTNMy la presencia de ILT (p = 0,20).
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Figura 2. Expresion tisular positiva de linfocitos
CD3 en el epitelio tumoral.
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No hemos objetivado relacion entre ex-
presién patolégica de proteinas reparado-
ras e infiltracién linfocitica tumoral, regis-
trando una frecuencia muy similar de casos
ITL(+) entre los tumores EPPR (+): 27,3% y
los EPPR (5): 25,2% (p = 0,80).

Tras un seguimiento medio de 73,8 =
34,6 meses, registramos una mortalidad
global del 21,8%, y una progresion tumoral
post-operatoria del 28%. No encontramos
diferencias en cuanto a la duracién del se-
guimiento clinico entre los casos EPPR (+):
76 + 37,9 meses y EPPR (-): 73,5 + 34,1 (p =

0,70), ni entre el seguimiento de los tumo-
res ILT (+): 75,8 + 34,1 e ITL (-): 73,2 + 34,9
meses (p = 0,61).

Con respecto al posible significado pro-
noéstico de la expresién de proteinas repa-
radoras, observamos coémo los tumores
EPPR (+) presentaron menor mortalidad:
12,1% que los EPPR (-): 23,3%, sin alcan-
zar significaciéon estadistica (p = 0,15). La
progresion tumoral post-operatoria tam-
bién fue menor en las neoplasias EPPR
(+): 21,2% con respecto a las EPPR (-): 29%

(p =0,35) (Fig. 3).
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Figura 3. Mortalidad y progresiéon tumoral post-operatoria, segin la expresiéon patologica de las protei-

nas reparadoras (EPPR).

La infiltracion tumoral linfocitica se
acompaid de una significativa menor mor-
talidad, ILT (+): 9,7% versus ITL (-): 26% [p
= 0,007; OR = 0,31 (0,11-0,80)] con menor

frecuencia de progresiéon tumoral ILT (+):
12,9% frente a ILT (-): 33,1% [p = 0,002; OR =
0,30 (0,12-0,70)] (Fig. 4).
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Figura 4. Mortalidad y progresién tumoral, en relacién con la infiltracion linfocitica tumoral (ILT).
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Finalmente, hemos estudiado el pro-
néstico del subgrupo de 33 pacientes con
tumores EPPR (+), seglin presentasen o no
infiltraciéon linfocitica tumoral. Nueve de
los 33 tumores EPPR (+) también fueron ILT
(+). En estos 9 casos no registramos mor-
talidad ni progresiéon tumoral, frente a una
mortalidad del 16,7% y una progresién tu-
moral del 29,2% de los 24 casos restantes
(p =0,19y p = 0,07 respectivamente).

DISCUSION

Los céanceres colorrectales por inesta-
bilidad de microsatélites estan constitui-
dos en una proporcién muy minonitaria
por el sindrome de Lynch o canceres co-
lorrectales hereditarios no polipoideos
(2-3% del total de los canceres colorrecta-
les) y fundamentalmente por el grupo de
canceres esporadicos con silenciamiento
epigenético de la expresion de MLH1, por
hipermetilaciéon de su gen promotor!®¥, al-
canzando estos casos el 15% del total de
los carcinomas de colon y recto!®!2,

El diagnéstico de los canceres por
inestabilidad de microsatélites se obtiene
por el andlisis genético de las mutaciones
terminales®®, o por el estudio de micro-
satélites, analizando las inserciones o de-
lecciones del ADN tumoral®. Si bien estas
técnicas son las mas exactas, su mayor
complejidad, menor disponibilidad y ele-
vado coste, han propiciado el estudio in-
munohistoquimico de la expresion tisular
de las proteinas reparadoras: MLH1, MSH2,
MSH6 y PMS2 como el método de aproxi-
macién para el estudio de los tumores por
inestabilidad de microsatélites®'2?22, Esta
técnica de tincién tisular, sencilla, econé-
mica y realizable en la gran mayoria de
los Servicios de Anatomia Patolégica esta
actualmente aceptada para el screening,
habiéndose llegado a publicar unos valo-
res de sensibilidad del 92-100%, con una
especificidad del 99-100% para los casos
de cancer colorrectal esporadico con ines-
tabilidad de microsatélites?'*, aunque se
acepta que la expresion conservada de las
proteinas reparadoras puede omitir algin
caso de mutacion germinal en el sindrome
de Lynch?. Si bien otros trabajos valoran
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la inestabilidad de microsatélites determi-
nando Gnicamente la expresion de las pro-
teinas reparadoras MLH1 y MSH2%%| noso-
tros hemos incluido el analisis de MSH6. A
pesar de ello, contamos con la limitacién
metodolégica de no haber estudiado la
proteina PMS2, aunque dicha limitacién
es mas tedrica que practica, ya que la ex-
presion patolégica aislada de PMS2 es muy
poco frecuente, alcanzando tan solo un
0,8% de los casos en una amplia serie mul-
ticéntrica nacional?.

En la revisién bibliografica efectuada,
la mayoria de los trabajos registran un
prondstico mas favorable en los casos con
inestabilidad de microsatélites'*'?, sin que
todavia se conozcan suficientemente sus
causas'?. La menor agresividad biologica de
estos canceres se ha atribuido a una menor
prevalencia de mutaciones en el gen K-ras,
o a la pérdida de heterocigosidad en los
genes p53 o DCC, ya que todos estos facto-
res implican un peor prondstico'??2%, Otra
hipoétesis en discusién es la que relaciona
la inestabilidad de microsatélites con la ILT.
En el cancer colorrectal se producen pép-
tidos inmunogénicos, que pueden ocasio-
nar una respuesta anti-tumoral por parte
del huésped?. Esta respuesta inmune focal
estd mediada por linfocitos T, dando lugar
a una infiltracién linfocitica tumoral, con
destruccién de células neoplasicas y teo-
rico mejor prondstico para el paciente!*’.
La posible relacién entre inestabilidad de
microsatélites e infiltraciéon linfocitaria
estd en discusion, habiéndose publicado
trabajos con resultados contradictorios.
Asi, unos autores refieren una mayor fre-
cuencia de ILT en los tumores con inestabi-
lidad de microsatélites'!’, mientras otros
trabajos no confirman esta relacion'*'®

Una posible explicaciéon a estos resul-
tados discordantes puede radicar en la
diferente metodologia empleada en los
diversos estudios, tanto en las técnicas
de diagnoéstico de la inestabilidad de mi-
crosatélites como, especialmente, en el
estudio de la ILT: métodos cuantitativos
o cualitativos de contaje celular, subtipos
de linfocitos T estudiados, localizacion
intraepitelial o estromal de los mismos,
etc.121314161828 En Jos estudios previos, la
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valoracién de la infiltracién linfocitaria se
ha llevado a cabo por métodos muy dife-
rentes. Estas técnicas varian desde el con-
taje de los linfocitos por autoanalizador de
imagen que permiten obtener unos datos
mas reproducibles!*'%, métodos de valora-
cién semi-cuantitativa con elaboraciéon de
diferentes sistemas de puntuacién!®!¥ has-
ta simples métodos cualitativos'?%,

En la literatura revisada no existe un
acuerdo para precisar a partir de que pun-
to se considera positiva la ILT. Los limites
establecidos en los distintos estudios son
muy variables: presencia de 5 linfocitos por
campo de gran aumento en una tinciéon de
hematoxilina-eosina'?, mas de 40 linfocitos
CD3/1000 células epiteliales®, hasta la ela-
boracién de “scores” tan imprecisos como
grado 1: no linfocitos; grado 2: linfocitos es-
poradicos; grado 3: moderada presencia de
linfocitos; grado 4: abundantes linfocitos!'.

La valoracion de la ILT por un método
cualitativo es una técnica aceptada, que ha
sido empleada por otros autores en publi-
caciones recientes'??%, En nuestro caso fue
llevada a cabo por un tnico patélogo para
evitar posibles diferencias inter-observa-
dor y empleando adicionalmente como
control areas no tumorales del mismo pa-
ciente, lo que aumenta la especificidad de
la presencia de linfocitos en la neoplasia.

Al igual que otros trabajos, nosotros
hemos analizado la expresién de CD3
como pan-marcador de la totalidad de los
linfocitos T™. En los estudios publicados,
la valoracién de la infiltracion linfocitaria
por CD3 se ha efectuado a nivel del epitelio
tumoral'®162228 y de diversas areas del es-
troma'*®?, La frecuencia de linfocitos T es
mayor en el estroma, lo que puede restar
significacion a su presencia®. Por este mo-
tivo y aunque los datos de la bibliografia
son variables!'®161828 algunos autores acon-
sejan limitar su andlisis al epitelio tumoral,
dado que es esta localizacién la que mues-
tra una mayor relaciéon con el pronéstico
del cancer colorrectal®®?®, En nuestro es-
tudio hemos seguido esta indicacién que,
de modo afadido, reduce el trabajo para el
patologo.

En la serie analizada, la frecuencia
de tumores con expresion patologica de
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proteinas reparadoras ha sido del 13,2%,
cifra similar a la publicada?. Igualmente,
el porcentaje de casos con ILT (+) que he-
mos registrado: 25,5% concuerda con lo
previamente descrito'®. Estas frecuencias
de EPPR y de ILT (+) no han mostrado di-
ferencias significativas entre los distintos
estadios tumorales que componen nuestra
casuistica.

Como ya hemos mencionado, se ha
postulado una mayor proporcién de casos
con ILT entre los tumores con inestabili-
dad de microsatélites frente a los tumores
estables'??!. En nuestro estudio, y al igual
que en otras publicaciones!*!®, no hemos
encontrado ninguna relacién entre EPPR e
ILT, habiendo registrado una frecuencia de
casos con infiltracion linfocitaria muy simi-
lar entre los tumores con alteracion de las
proteinas reparadoras: 27,3% y los que no
presentaban dicha alteracién: 25,2%.

Tras la reseccion quirtrgica de la neo-
plasia en los tumores con alteraciéon de las
proteinas reparadoras se registra un mejor
prondstico, alcanzando a los seis afios de
la intervencién unas cifras de mortalidad
claramente inferiores: 12,1%, con respecto
a los casos sin expresion patologica de las
proteinas reparadoras: 23,3%. Igualmen-
te el porcentaje de casos con progresion
tumoral post-operatoria fue menor en las
neoplasias con EPPR: 21,2% versus 29%.
Aunque estos datos concuerdan con el pro-
néstico mas favorable descrito en la lite-
ratura!®'?, el reducido niimero de casos de
nuestra casuistica que expresaron altera-
cién de las proteinas reparadoras (33/243)
ha podido influir en que nuestros resulta-
dos no alcancen significacién estadistica.

Por lo que respecta al valor pronéstico
de la reaccion inmune del huésped, expre-
sado a través del infiltrado linfocitario tu-
moral, nuestros datos apoyan la hipétesis
de una evoluciéon méas favorable en los tu-
mores ILT (+), con una tasas de mortalidad
y de progresion significativamente inferio-
res con respecto a los ILT (-), presentando
unos riesgos tres veces inferiores.

Los resultados que hemos obtenido in-
dican, por una parte, que en el cancer colo-
rrectal resecado la infiltraciéon linfocitaria
constituye un factor prondstico favorable,
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con un efecto mas importante sobre la mor-
talidad y la progresion tumoral que el de
la alteracion de las proteinas reparadoras.
En segundo término, la falta de relacién ob-
servada entre la EPPR y la ILT no apoya la
teoria de que la inestabilidad de microsaté-
lites induzca una mayor respuesta inmune
anti-tumoral y sugiere que el mecanismo de
proteccion observado en ambos procesos
pudiera producirse por mecanismos dife-
rentes, como ya se habia sido sugerido en
otros trabajos'>!8,

De modo adicional, hemos querido es-
tudiar el posible efecto protector anadido
de la expresiéon simultianea de EPPR e ILT
(+), recientemente propuesto®®., A dife-
rencia de las neoplasias con EPPR pero
sin infiltracién linfocitaria, en el subgrupo
de 9 pacientes con EPPR e ILT (+) no re-
gistramos ningin caso de fallecimiento ni
de progresion tumoral post-operatoria. No
obstante, el escaso namero de canceres
que cumplen ambas condiciones resta sig-
nificacién a este hallazgo, que sugiere un
posible efecto beneficioso acumulativo y
que debiera ser confirmado por otros estu-
dios con una casuistica mas amplia.
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