Aplicacion de un nuevo marcador inmunohistoquimico (P504S o

AMACR) en patologia prostatica
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FUNDAMENTO

La incidencia de cancer de proéstata se ha incre-
mentado notablemente en los tltimos 10 anos, motiva-
do por varios factores como son: el aumento de la edad
media de la poblacidn, las mejoras en las técnicas diag-
nosticas, asi como la implantacion de los progamas de
screening.

Todo esto ha provocado que el diagnoéstico de can-
cer se realize en estadios mas iniciales, pero también que
cada vez sea mas frecuente encontrarnos con lesiones
dudosas, o carcinomas de tamaio minimo que provocan
grandes problemas diagnosticos. También pueden crear
conflicto diagnoéstico aquellos casos de carcinomas
modificados por tratamientos hormonal o radioterapico.

El diagnoéstico del adenocarcinoma de la prostata
se realiza siguiendo criterios histoldgicos: patrén de
crecimiento infiltrativo, expresado como pérdida de la
capa de células basales, ntcleo grande e hipercromati-
co y nucleolo prominente y eosinofilo.

El marcador inmunohistoquimico que méas se ha
utilizado tradicionalmente en el diagndstico del cancer
de prostata es la queratina de alto peso (34BE12), para
demostrar la presencia de capa de células basales. La
misma utilidad tienen la citoqueratina 5/6 asi como
p63. P63 es especialmente ttil al poseer una tincion
nuclear frente a la tincion citoplasmatica de las quera-
tinas. Sin embargo, el marcaje inmunohistoquimico de
las células basales tiene una utilidad algo limitada; es
cierto que su positividad practicamente excluye el
diagndstico de cancer, sin embargo lo contrario no ase-
gura dicho diagnostico. Esto es debido a que lesiones
benignas de la préstata, principalmente la atrofia y la
adenosis que presentan un marcaje de la célula basal
débil, discontinuo e incluso ausente.

Alfa metilacil CoA racemasa (clon p504s) fue des-
crita por primera vez en el aino 2000 y posteriormente
estudiada en distintos trabajos. Se ha revelado como
marcador de malignidad y preneoplasia no sélo en la
prostata, donde inicialmente se empezd a estudiar,
sino también en otros 6rganos. En la prostata tendria
alta sensibilidad y especificidad en el diagnostico de
cancer, independientemente del grado o tipo histologi-
co, asi como en PIN (neoplasia intraepitelial prostati-
ca). Sin embargo, puede mostrar positividad débil en
lesiones benignas como adenosis.

MATERIAL Y METODOS

Hemos realizado un estudio retrospectivo, exami-
nando un total de 323 casos, todos ellos procedentes
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del archivo del Servicio de Anatomia Patologica del
Hospital Virgen del Camino de Pamplona.

Los casos procedian de distintos métodos de biop-
sia, como son: 157 biopsias con aguja, 158 prostatecto-
mias, 3 rtu,y 5 adenomectomias.

Se establecieron seis grupos a estudio: adenocar-
cinoma, minimo adenocarcinoma, PIN, proliferacién
microacinar atipica, cancer post-tratamiento hormonal
y lesiones benignas:

1. Adenocarcinoma: 95 casos de adenocarcino-
ma (65 de biopsia con aguja, 27 de prostatec-
tomias, 2 de rtu y 1 de adenomectomia.).
Segin el grado Gleason obtuvimos: Gleason
4:1; Gleason 5:1; Gleason 6: 57; Gleason 7: 15;
Gleason 8: 10; Gleason 9: 6; Gleason 10: 6.
Ademaés incluimos los siguientes tipos histolo-
gicos: 8 carcinomas de célula clara, 3 de célu-
las en anillo de sello, 1 atroéfico, 1 pseudohi-
perplasico y 2 ductal.

2. Minimos adenocarcinomas: 18 casos de mini-
mo adenocarcinoma, todos ellos procedentes
de biopsia con aguja.

3. PIN: 58 casos de PIN de alto grado (7 de biop-
sia con aguja, 50 de prostatectomias y 1 de
rtu). Se subdividieron en funcién de si habia o
no carcinoma en la misma seccién.

4.  Grupo sospechosso o proliferaciéon microaci-
nar atipica: 50 casos, todos ellos procedentes
de biopsia con aguja.

5. Adenocarcinomas post-tratamiento hormo-
nal: 57 casos todos ello de prostatectomias. Se
valoré porcentaje de células e intensidad de
tincion segin el efecto de la hormonoterapia.

6. Benigno: 44 casos (17 de biopsia con aguja, 23
de prostatectomia y 4 de adenomectomia).
Las lesiones que se evaluaron fueron 9 adeno-
sis, 4 de inflamacion, 5 de atrofia glandular, 10
casos de metaplasia, 12 casos de hiperplasia
de basales y 4 de hiperplasia benigna de pros-
tata.

Se realiz6 el estudio inmunohistoquimico con pin
coctel y p504s fue realizado en secciones de 5 pm del teji-
do previamente fijado en formol e incluido en parafina.

Estudio estadistico: se estudio la sensibilidad y
especificidad en todos los grupos y en el grupo PIN y ade-
nocarcinoma post-tratamiento hormonal se realiz6 un
andlisis de correlacion por medio del test de y* (p <0,05).
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RESULTADOS

Expresién en adenocarcinomas de prostata. p504s
se expres6 en 91/95 (95,7%). Sensibilidad 95%. Cuatro
casos fueron negativos (4,2%). Entre los 4 casos negati-
vos, uno fue la variante atréfica y otro el tipo de células
en anillo de sello. Segtn el grado dos fueron Gleason 6,
uno fue un Gleason 7 y el altimo un Gleason 8.

En los positivos la distribucién del Gleason fue: 58
casos un Gleason 6 o inferior, 11 casos fueron Gleason
7,y 22 casos un Gleason 8 o superior.

En todos los casos se evidencio la ausencia de
capa de células basales por medio de la negatividad
con p63.

Expresi6on en minimos adenocarcinomas.
Obtuvimos 10 casos positivos (55,5%), 1 negativos y en
7 no se pudo valorar debido a la pérdida del foco mini-
mo al realizar la técnica. Los casos que expresaron
p504s, no mostraron tincién con p63. Sensibilidad 90%.

Expresién en PIN. Obtuvimos 35 casos con carci-
noma en vecindad y 25 sin carcinoma adyacente. Los
casos con carcinoma fueron positivos todos (100%).
Los que no tenian carcinoma en vecindad fueron 18
positivos con p504s y 7 casos negativos. La sensibili-
dad fue del 90%. Hubo diferencias significativas en la
expresion de p504s entre los proximos al carcinoma y
los alejados con una p=0,0027.

Expresion en proliferacién microacinar atipica.
Encontramos expresion de AMACR en 24 casos (48%),
6 fueron negativos y 20 (40%) no pudieron valorarse al
perderse el foco sospechoso en la seriacion. Todos los
casos positivos carecian de expresion de p63, lo cual
apoyaria el diagnéstico de carcinoma. Sin embargo, en
los 6 casos negativos, 2 tuvieron una p63 negativa, y
por tanto mas probabilidad de malignidad y los otros 4,
si expresaron p63 (aunque discontinua) por tanto
mayor probabilidad de ser focos benignos. La sensibi-
lidad fue del 80%.

Expresiéon en el grupo de adenocarcinomas
sometidos a tratamiento hormonal. Encontramos una
ausencia de tincién con p504s en 27 casos (47,3%) y tin-
ci6n positiva en 30 (52,6%). En la evaluacion del efecto
de la hormonoterapia encontramos 29 casos con inten-
sos cambios, 26 moderados y 2 con pocas modificacio-
nes. No se encontré correlacion significativa entra
intensidad del efecto hormonal sobre el tumor y la
intensidad de la tincién y el porcentaje de células
tumorales tenidas (p= 0,0764 y p= 0,6107 respectiva-
mente). La sensibilidad fue del 52%.

Tabla 1. Grupos a estudio.

Expresién en el grupo benigno. p504s fue negati-
vo con marcaje de la capa de células basales en 43
casos (95,5%). En dos casos p504s fue positivo. Ambos
casos fueron adenosis. En una de ellas, la capa basal
estuvo pesente de forma discontinua. y en la otra
ausente apoyando el diagndstico de adenocarcinoma.
Los otros 7 casos de adenosis, dos tuvieron una capa
basal definida y en cinco ésta fue discontinua. La espe-
cificidad fue del 95%.

CONCLUSIONES

1. P504s o AMACR es un excelente marcador inmu-
nohistoquimico de cancer de préstata, con una
elevada sensibilidad.

2. P504s se expresa en el cancer de prostata, inde-
pendientemente del grado de Gleason.

3. P504s se expresa en el cancer de prostata, inde-
pendientemente del tipo histologico.

4. P504s es un marcador sensible en detectar focos
de minimo adenocarcinoma.

5. P504s tiene una sensibilidad moderada en lesiones
sospechosas o proliferacion microacinar atipica.

6. P504s es un marcador sensible en los PIN, y su
expresion depende de la proximidad al adenocar-
cinoma, siendo mayor en los que tienen carcinoma
en vecindad.

7. P504 es un marcador especifico para adenocarci-
noma y PIN, al practicamente carecer de expresion
en lesiones benignas.

8. La conservacion del foco patolégico, cuando es
muy pequeio, en las biopsias con aguja es dificil e
impide la realizacién del estudio inmunohistoqui-
mico en un alto porcentaje de casos.

9. Larealizacion de p504s en lesiones sospechosas o
de pequeiio tamaio requiere del uso adicional de
un marcador de célula basal y de la correlaciéon
morfolégica para el diagnéstico definitivo.

10. P504s es muy poco sensible para detectar carci-
noma cuando éste ha sido sometido a hormono-
terapia.

11. En el diagnéstico diferencial de adenocarcinoma
con lesiones benignas simuladoras de cancer y
con PIN de alto grado, se requiere el uso de los cri-
terios morfologicos y de marcadores de célula
basal.

12. El marcador de célula basal ideal para ser utiliza-
do en combinacién con p504s es p63 (pin coctel).

Adenocarcinoma Minimo PIN Sospechosos Adenoc Benigno
adenoc. PMA post-tt®
Biopsia con aguja 65 18 7 50 17
Prostatectomia 27 50 57 23
RTU 2 1
adenomectomia 1 4
Total 95 18 58 50 57 44
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Figura 1. Adenocarcinoma acinar convencional de préstata (H.E.x 200).
Fuerte expresion de p504s en el tumor con ausencia de basal (Pin coctel x200).

Evaluacion longitudinal sintomatoldgica, neuropsicologica y motora en
primeros episodios psicoticos no tratados con antipsicoticos en la

comunidad foral de Navarra

M. J. Cuesta

Unidad de Psiquiatria. Hospital Virgen del Camino. Pamplona.

FUNDAMENTO

En las tltimas décadas se han desarrollado méto-
dos para la deteccion precoz de la esquizofrenia y se
han llevado a cabo estudios para detectar sintomas
precoces que puedan ser dianas de intervencién, como
las alteraciones cognitivas y neurolégicas. En nuestro
estudio nos planteamos los objetivos de valorar si
aquellos pacientes que en las primeras fases de la
enfermedad tienen alteraciones cognitivas y/o neurol6-
gicas, presentan una diferente evolucién clinica a lo
largo de seis meses de seguimiento.

MATERIAL Y METODOS

Se ha llevado a cabo un estudio prospectivo de
seguimiento a seis meses de pacientes del area de salud
de Pamplona (Navarra) con un primer episodio psicéti-
co no tratado previamente con neurolépticos. Una vez
reclutado el paciente, se recogieron datos sociodemo-
gréficos y se realiz6 en tres momentos diferentes (antes
del tratamiento, al mes y a los seis meses), una explora-
cidn clinica, motora y neuropsicoldgica.

En la exploracidén clinica se incluyeron complica-
ciones obstétricas (CO), ajuste premérbido, personali-
dad premorbida, funcionamiento global previo (GAF),
estado psicopatoldgico, duracién de la psicosis no tra-
tada (DUP), e intensidad, frecuencia y duracién de tra-

An. Sist. Sanit. Navar. 2008, Vol. 31, N° 1, enero-abril

tamiento. En la exploraciéon neuropsicoldgica se aplica-
ron las siguientes pruebas: lateralidad de Annet, Toni-
2, fluencia verbal, Trail Making Test-B , Wechsler
Memoria y una bateria informatizada COGLAB que
incluye entre otras pruebas: Tiempo de reaccién y
Wisconsin Card Sorting Test (WCST). En la exploracién
del estado motor se administraron las siguientes esca-
las para detectar: Signos Neurologicos Menores (SNM),
Movimientos Anormales Involuntarios, Sintomas
Extrapiramidales, Acatisia y Sintomas Catatonicos.

RESULTADOS

Alo largo de casi cuatro afios de reclutamiento se
han evaluado 100 primeros episodios psicéticos, 89 de
los cuales han realizado dos evaluaciones y 77 han
completado las tres evaluaciones. A medida que se
iban reclutando los pacientes se han realizado analisis
preliminares de los datos.

En la tabla 1 se describen las caracteristicas socio-
demogréficas, clinicas y premorbidas de dos muestras
analizadas preliminarmente. En esta tabla, se sefala la
existencia de correlaciones significativas entre algunas
variables motoras y cognitivas con la DUP, las CO y el
ajuste premoérbido. En la grafica 1 se refleja la evolu-
cion de las pruebas neuropsicologicas y motoras a lo
largo del seguimiento tras dividir la muestra en dos
grupos segun el neuroléptico principal empleado (54%
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risperidona y 46% olanzapina), no encontrandose dife-
rencias estadisticamente significativas entre ambos
farmacos en la evolucion de las variables a estudio,
excepto en los errores perseverativos del WSCT a favor
de la risperidona.

En la evoluciéon de las variables cognitivas se
observo que todas las pruebas neuropsicologicas
mejoraron de manera significativa, independientemen-
te del estado psicopatolégico basal, del tipo de neuro-
léptico y de la dosis de anticolinérgicos empleados.
Solo los errores perseverativos del WCST interacciona-
ron con el sindrome desorganizado basal.

En las alteraciones motoras se determin6 que los
movimientos anormales permanecian estables en el
seguimiento, los sintomas extrapiramidales y la acati-
sia se incrementaron y los sintomas catatéonicos y SNM
disminuyeron, sin que interfiriera el tipo farmaco o la
dosis de anticolinérgicos.

Tras el anélisis de la relacion entre los sintomas
motores y cognitivos, se encontr6 que a mayor pun-
tuacion en parkinsonismo, sintomas cataténicos y
SNM, peor rendimiento a los seis meses en fluencia ver-
bal, Trail Making Test - B y Wechsler Memoria.

El estudio de la estabilidad diagndstica a los seis
meses detectd una alta consistencia prospectiva en la
esquizofrenia, trastorno esquizoafectivo, trastorno psi-
cotico agudo y trastorno por ideas delirantes.

DISCUSION

Nuestro estudio no difiere respecto a otros traba-
jos publicados en cuanto al diagnoéstico, nimero de

afos de escolarizacion, CI medio, ajuste premoérbido,
sexo y estado civil. Sin embargo, la edad media de
inclusidn, la edad media de inicio de los sintomas psi-
céticos y la DUP, son ligeramente mas elevados que en
otros estudios.

Nuestros resultados son consistentes con otros
estudios, al no encontrar asociacion entre la DUP y las
pruebas neuropsicolégicas. Sin embargo, se han halla-
do correlaciones entre la DUP y las variables motoras
sugiriendo que en los sintomas cataténicos la DUP
puede tener un efecto neurotéxico directo.

Todas las pruebas neuropsicologicas mejoran a lo
largo del seguimiento de manera significativa. Sin
embargo, como en algunos trabajos, la evolucion de la
funcién ejecutiva se ha relacionado con los sintomas
desorganizados basales y con neuroléptico empleado.
En las alteraciones motoras, se ha detectado una pre-
valencia mayor de parkinsonismo y discinesias, pero
ligeramente inferior de acatisia y sintomas cataténicos
respecto a estudios recientes. La relacion encontrada
entre las variables motoras y neuropsicoldgicas,
podria sugerir a los sintomas motores basales como
predictores del rendimiento cognitivo.

CONCLUSIONES

En general, podemos concluir que tanto el rendi-
miento cognitivo y como las alteraciones motoras
mejoran a lo largo del seguimiento y que existe una
relacion entre las alteraciones neurologicas y el rendi-
miento cognitivo, asi como entre variables premorbi-
das y el rendimiento cognitivo y neurolégico y motor.

Tabla 1. Descripcidn de las variables sociodemogréficas, clinicas y premdrbidas.

Muestra 1 Muestra 2
n= 53 n=74
Caracteristicas Sociodemogréaficas:
Sexo 67,3% varones
32,7 % mujeres
Edad media (anos) 31+9,85
Edad media inicio (anos) 29,51 + 10,33
Anos de educacion 13,3 + 3,72
Caracteristicas Clinicas:
Diagnéstico DSM-IV inicio:
Psicosis esquizofrénica 40% 48%
Psicosis no esquizofrénica 60% 52%
GAF 78,4 + 18,3
DUP (meses) 34,5 63,52 24,96 = 49,07 b
Caracteristicas Premérbidas:
Complicaciones obstétricas: c.d
Si 85%
No 15%
Ajuste Premorbido:
Infancia 0,76 + 0,86 1,03+ 1,23 €
Adolescencia temprana 1,19 + 1,08 1,32+ 1,25 €
Adolescencia tardia 1,19+ 1,17 1,45+ 1,45 €
CL
Toni-2 90,94 + 18,57

GAF: Global Assessment Functioning; DUP: Duration of Untreated Psychosis (tiempo desde el primer sintoma psicético); CI: Cociente
Intelectual; SNM: Signos neuroldgicos menores; CO: Complicaciones obstétricas.

2 Correlacion no significativa entre DUP y variables cognitivas, ni SNM.

b Correlacion significativa entre DUP y variables motoras.
€ Correlacion no significativa entre CO y variables motoras.
Correlacion significativa entre CO y variables cognitivas.

€ Correlacion significativa entre Ajuste Premorbido y variables cognitivas.

f Correlacion significativa entre Cl y variables cognitivas.
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Figura 1. Evolucién de las pruebas neuropsicoldgicas y motoras a lo largo de los seis meses segin el tipo de neuro-
léptico.
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Estudio correlacional de los factores que influyen en las enfermeras
que cuidan de pacientes en fase terminal en hospitales navarros

M. Arantzamendi

Departamento de enfermeria de la persona adulta. Universidad de Navarra. Pamplona.

FUNDAMENTO

Las enfermeras que trabajan en unidades de hos-
pitalizacion de pacientes agudos y cuidan de pacientes
en fase terminal habitualmente desempenan esta labor
sin recibir educacion ni apoyo y en un entorno dedica-
do en principio al tratamiento y curacién de la enfer-
medad. Por todo ello, es un reto para las enfermeras
hospitalarias el cuidar de pacientes en fase terminal.
Los estudios realizados al respecto se han desarrollado
en el Reino Unido o en Estados Unidos y no han tenido
en cuenta los factores que pueden influir en las enfer-
meras. Sin embargo, es esencial conocer estos factores
para proponer planes de mejora que faciliten que las
enfermeras estén mas preparadas y desarrollen mas
satisfactoriamente su labor con los pacientes en fase
terminal; situacién que repercutird positivamente en la
calidad de los cuidados que estos pacientes reciben.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 una encuesta regional en la que partici-
paron las enfermeras (n= 235) que trabajaban en uni-
dades de hospitalizacion de pacientes agudos que
habitualmente recibian pacientes en fase terminal. Se
utiliz6 un cuestionario pilotado previamente. El anali-
sis estadistico se realizé con SPSS v.13.0. Se realiz6 un
andlisis descriptivo, el analisis factorial para identificar
los factores subyacentes y la regresion lineal multiva-
riante.

RESULTADOS

El indice de respuesta fue del 65%. Se identificaron
5 factores en relacion con las actitudes de las enferme-
ras hacia los pacientes en fase terminal: ‘Proceso de
aprendizaje’, ‘Incomodidad con aspectos relacionados
con la muerte’, ‘Naturaleza del trabajo de enfermeria’,
‘Retos en el cuidado de pacientes en fase terminal’ y
‘Motivacion’. A su vez se identificaron 3 factores en las
actitudes de las enfermeras hacia los familiares: ‘Retos
con los familiares’, ‘Vision positiva de los familiares’ y
‘Participacion de los familiares’.

Las enfermeras valoraban positivamente el
‘Proceso de aprendizaje’ que conllevaba el cuidar de
pacientes en fase terminal. Las variaciones en la per-
cepcion del proceso de aprendizaje se explicaban en
base a la religion, el grado de ‘Motivacion’ de las enfer-
meras y su percepcion de ‘Reto’ al cuidar de pacientes
en fase terminal. Las enfermeras tenian niveles de
ansiedad ante la muerte altos pero decian no se sentir-
se muy ‘Incomodas con aspectos relacionados con la
muerte’. Esto podria deberse a que por sus niveles
altos de ansiedad evitasen aspectos relacionados con
la muerte, y asi evitar sentirse incomodas. Las enfer-
meras que se sentian mas competentes en el cuidado
emocional de los pacientes eran las que se sentian
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menos ‘Incomodas con aspectos relacionados con la
muerte’.

Las enfermeras percibian la ‘Naturaleza de su tra-
bajo con pacientes en fase terminal’ como mas deman-
dante que el cuidado de otros pacientes. Esto concuer-
da con la opinién de las enfermeras de que la forma-
cion durante la carrera no les habia preparado para el
cuidado de estos pacientes y con que la mayoria no
habia recibido formacién de postgrado. De hecho las
enfermeras sin formaciéon de postgrado tenian una
vision mas demandante del trabajo con estos pacien-
tes. Influia también la experiencia; las enfermeras que
tenian mas experiencia consideraban menos deman-
dante el trabajo.

Las enfermeras opinaban que el cuidado de
pacientes en fase terminal era un mayor ‘Reto’ y esto
dependia de la competencia de las enfermeras para el
cuidado emocional y de otros factores como la
‘Percepcion de reto de los familiares’, la ‘Incomodidad
con aspectos relacionados con la muerte’ y el ‘Proceso
de aprendizaje’. Cabe destacar que mas de la mitad de
las enfermeras no se sentian preparadas para cuidar de
las necesidades emocionales de los pacientes (Tablal).
Por tanto no sorprende que considerasen un reto el
cuidar de estos pacientes ni que un cuarto de las enfer-
meras valorase la atencién psicoldgica que recibian
estos como inadecuada.

Mas de un tercio de las enfermeras no se sentia
apoyado para cuidar de pacientes terminales (Tablal),
lo cual concuerda con que las enfermeras no estuvie-
sen muy motivadas para cuidar de éstos, ya que la
‘Motivaciéon’ dependia del apoyo recibido. También
influian en la ‘Motivacién’ la participacion religiosa, y
la educacion de postgrado que estaba relacionada con
el factor ‘Proceso de aprendizaje’ y que aumentaba la
motivacion.

En relacion con los familiares, las enfermeras con-
sideraban muy demandantes a los familiares y un
‘Reto’ su cuidado, aunque tenian una ‘Vision’ bastante
positiva de ellos. Las enfermeras estaban bastante dis-
puestas a que los familiares ‘Participasen’ en el cuida-
do fisico del paciente en fase terminal. La unica varia-
ble sociodemogréfica que explicaba las actitudes de
las enfermeras hacia los familiares era la religion que
influia en la ‘Vision positiva de los familiares’. No obs-
tante los factores de las actitudes de las enfermeras
hacia los pacientes en fase terminal si que influian en
las actitudes hacia los familiares, con lo que si se inter-
viniese sobre ellos se influiria también en las actitudes
de las enfermeras hacia los familiares.

DISCUSION

Los resultados permiten proponer planes de mejo-
ra. La motivacion de las enfermeras para cuidar de
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pacientes en fase terminal dependia del apoyo que
recibian y teniendo en cuenta que méas de un tercio de
las enfermeras no se sentian apoyadas, seria conve-
niente promover estrategias de apoyo. Aspecto éste,
esencial de entornos de trabajo saludables; que reper-
cuten en los profesionales y en la calidad de la atencion
que reciben los pacientes. La formacion de postgrado
también influia en su motivacién y en la percepcion de
la naturaleza de su trabajo. Por lo tanto seria conve-
niente desarrollar un plan de formacion de postgrado
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para ellas que abordase aspectos relacionados con el
cuidado emocional del paciente; ya que las enfermeras
no se sentian competentes al respecto y esto provoca-
ba mayor incomodidad al tratar aspectos relacionados
con la muerte y una mayor percepcion de reto. A su vez
el plan de formacion deberia potenciar la relaciéon
enfermera-familia. Estos hallazgos deberian tenerse en
cuenta al desarrollar estrategias de aprendizaje perma-
nente, que tan en auge estan en la actualidad.

Tabla 1. Preparacion y apoyo de las enfermeras hospitalarias para el cuidado de pacientes en fase terminal

Respuesta @) %
Me siento preparada para cuidar de las necesidades fisicas del ~ Si (146) 89,6
paciente en fase terminal No an 10,4
Me siento preparada para cuidar de las necesidades emocionales Si (69) 42,3
del paciente en fase terminal No 94) 57,7
St (100) 62,5
En el trabajo me siento apoyada para cuidar de estos pacientes N (60) 375
o s
Muy alto (12) 9,2
Alto (28) 21,5
El grado de apoyo que recibo para cuidar de pacientes en fase Suficiente 46) 354
terminal de la supervisora es ’
Bajo (GZ))] 26,2
Ninguno (10) 7,7
Muy alto 38 27,3
Alto (53) 38,2
El grado de apoyo que recibo para cuidar de pacientes en fase _
terminal de otras enfermeras es Suficiente G8) 213
Bajo (©)] 6,5
Ninguno [€)) 0,7
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Desarrollo y analisis de ensayos de citogenética molecular (FISH) en
pacientes con mieloma miultiple y gammapatia monoclonal de
significado incierto: aplicaciones en el diagndstico y pronéstico y

correlacion con datos clinicos

M. J. Calasanz
Universidad de Navarra

Genetic study in hematological malignancies, such
as leukemias, has led to the identification of biological
distinct disease subtypes characterized by specific
genetic changes, resulting in varying responses to tre-
atment and clinical outcomes.

Conversely, progress in multiple myeloma (MM)
has been slow and the genetic background of the disea-
se remains widely unknown. Nevertheless, a number of
recurrent chromosomal aberrations have been reported
in MM, some of which appear to be associated with an
unfavorable outcome. Therefore, the overall goal of the
present work is to give insights into the cytogenetic
background of MM and to develop accurate approaches
for the cytogenetic diagnosis of this heterogeneous dise-
ase. Here, application of multivariate statistical analysis
towards MM abnormal karyotypes has permitted the
description of a novel classification of MM based on the
presence of specific chromosomal abnormalities.
Nevertheless, a definitive molecular classification will
require revision and refinement to reflect further
insights as additional initiating and progression genetic
events are identified. Therefore, in order to describe

novel genetic events in MM, spectral karyotyping (SKY)
and fluorescent in situ hybridization (FISH) were applied
to a series of MM with complex karyotypes. These
approaches permitted the detection of novel chromoso-
mal aberrations in MM, which implication in MM patho-
genesis needs to be investigated. However, these results
make us presume that the use of these techniques in
combination with other novel approaches based on
micro-arrays may help to identify novel genetic abnor-
malities implicated in MM pathogenesis. Finally, novel
tools, based on multicolor FISH and multicolor FICTION
(Fluorescence Immunophenotyping and Interphase
Cytogenetics as a Tool for the Investigation of
Neoplasms), were designed for the detection of those
abnormalities associated with an unfavorable outcome
in MM. Analyses of primary MM cases and cell lines with
these specific assays confirmed the performance and
validity of the techniques and established its diagnostic
power. Therefore, these techniques might permit the
early detection of genetic changes, evaluation of follow-
up and monitoring of minimal residual disease in MM
patients.

Estudio prospectivo de los factores moleculares que influyen en la
respuesta a tratamiento radioquimioterapico preoperatorio en el

carcinoma de recto en Navarra

J.J. llarramendi, A.E. Villafranca, M.A. Dominguez, J. Garcia-Foncillas, E. Martinez, F.

Arias de la Vega

Servicio de Oncologia. Hospital de Navarra. Pamplona.

Laboratorio de Oncologia y Biologia Molecular. Clinica Universitaria. Pamplona.

FUNDAMENTO

Existen factores que indican una peor respuesta al
tratamiento quimioradioterapico preoperatorio en el
carcinoma de recto, que influyen también en el control
de la enfermedad y la supervivencia de estos pacien-
tes: mutaciones en el gen P53, sobrexpresion de timidi-
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lato sintetasa. La presencia de estos factores molecula-
res permitira definir un grupo de pacientes que no
experimentara respuesta al tratamiento estandar y que
podrian ser incluidos en estudios clinicos con nuevos
farmacos con el objeto de conseguir una mayor efica-
cia del tratamiento.
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MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron en este estudio los pacientes diag-
nosticados de cancer de recto estadios Il y Il y trata-
dos en la Clinica Universitaria de Navarra, Pamplona,
Espaia, y el Hospital de Navarra, Pamplona, Espaia, en
el periodo de marzo de 1996 a agosto de 1999.

Se recogieron muestras frescas de tejido tumoral de
los pacientes tratados en la Clinica Universitaria de
Navarra y Hospital de Navarra durante la colonoscopia
realizada en los mismos centros y el Hospital Virgen del
Camino. En los pacientes que fué posible se recogi6 tam-
bién muestra del tejido tumoral en el acto quirtrgico.

Sobre la muestras obtenidas en la colonoscopia se
realizo:
— Extraccién de ADN para secuenciacion del
gen supresor tumoral p53.

—  Extracciéon de ARN para anélisis de la expre-
sion de timidilato sintetasa sobre ARNm a tra-
vés de PCR en tiempo real.

Sobre las muestras obtenidas durante el acto qui-
rargico se realizo:
— Extraccion de ARN para analisis de la expre-
sion de timidilato sintetasa sobre mARN a tra-
vés de PCR en tiempo real.

Se siguieron los protocolos del Laboratorio de
Biologia molecular de la Clinica Universitaria de
Navarra para cada una de las determinaciones antes
descritas.

RESULTADOS
1. Analisis de mutaciones del gen supresor tumoral p53

Se realizo el analisis de secuenciacion para detectar
mutaciones en el gen supresor p53 en 66 pacientes. En
11 pacientes (11,6%) se encontraron mutaciones locali-
zadas en el ex6n 5 en 6 pacientes, en el exén 7 en 2
pacientes, en el exon 8 en 2 pacientes y 1 paciente pre-
sentaba dos mutaciones en los exones 6 y 8 (Tabla 1).

2. Analisis de la expresion de la timidilato sintetasa
mediante la determinaciéon de mARN

Se realizd un analisis sobre las muestras de colo-
noscopia de 39 pacientes. En 12 pacientes (31%) se
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detectd un aumento de la expresion del ARNm de la
timidilato sintetasa con un rango entre 1,02 y 103,9
(Fig. 1).

Respecto a las muestras de cirugia s6lo pudo rea-
lizarse el estudio en 18 muestras, de las cuales sélo en
10 se observd un incremento en la expresion de mARN
TS tras la exposicion al tratamiento preoperatorio.

Se puede detallar el andlisis de la mediana de
expresion del ARNm de la timidilato sintetasa en rela-
cién con los parametros de respuesta “downstaging”:
los pacientes que experimentaron downstaging tenian
una media de expresiéon de mARN TS de 5,3 frente a
7,12 en los que no experimentaron downstaging (p: ns).
No se observo correlacion entre el downstaging y el
incremento en la expresiéon de mARN TS tras cirugia.

3. Andlisis multivariado de los factores que influyen
sobre el “downstaging”

Se realiz6 un analisis de regresion logistica univa-
riado y posteriormente multivariado de regresion logis-
tica para evaluar la influencia de factores clinicos y
moleculares sobre el “downstaging”.

Las variables con valor predictivo significativa fue-
ron: el genotipo del polimorfismo del promotor de la
timidilato sintetasa (p=0,01) y la elevacién del marca-
dor CEA (p=0,08). Las mutaciones del gen supresor
tumoral p53 no influyeron en la respuesta al tratamien-
to radioquimioterapico preoperatorio.

4. Correlacion de la expresion de timidilato sintetasa y
respuesta al tratamiento preoperatorio

Se ha realizado un anélisis de comparacion de
medias con la prueba t de Student sobre el parametro
de respuesta “downstaging”. Los pacientes que si pre-
sentaron “downstaging” tenian una media de 5,30 fren-
te a 7,11 en los que no presentaron downstaging. Estas
diferencias no fueron significativas.

5. Correlacion de la expresion de la timidilato sintetasa
con el genotipo del promotor del gen de TS

Cuando se analiz6 las diferencias en la expresién
de mARN TS, se encontr6 que los pacientes con poli-
morfismo 3/3 tenian una media de expresion de mARN
TS de 10,59 frente a 3,69 en el grupo 2/2 'y 2/3 (p: 0,31).

Tabla 1. Descripcion de las mutaciones del gen p53.

Ne Ex6n Posicién* Cambio Tipo Region proteica
1 7 14098 Deleccion \%
2 5 13229 G®G+T Transversion
3 5 13133 Deleccion
4 5 13141 C®C+T Transicion
5 7 14048 C®C+T Transiciéon v
6 5 13151 C®C+G Transversion
7 8 14486 C®C+T Transicion \%
8 5 13149 T®T+G Transversion
9 8 14469 G®G+T Transversion
10 5 13112 C®A+C Transversion
11 6 13406 A®A+G Transiciéon
11 8 14522 G®A+G Transicion \Y%

* Las posiciones corresponden a la secuencia genémica completa del gen p53.
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Figura 1. Curvas de expresion de mARN TS vs. mARN GAPDH.

6. Analisis de supervivencia

Se realiz6 un andlisis estadistico de Kaplan-Meier
sobre la serie global incluyendo en el andlisis:

La tnica variable independiente como factor pro-
noéstico de supervivencia libre de enfermedad fue el
estadio patoldgico (Andlisis de regresidon de riesgos
proporcionales de Cox).

Los individuos que presentan un estadio patoldgi-
co en la cirugia pT0-2 y NO poseen un tiempo de super-
vivencia libre de enfermedad 12,5 veces mayor que los
individuos con estadio patolégico T3-T4 o bien N+ (p=
0.01).

Se objetivd una unica variable independiente
como factor prondstico de supervivencia global causa
especifica: el estadio patoldgico N+. Los individuos con
estadio patologico N+ poseen un tiempo de supervi-
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vencia causa especifica 4,7 veces mas lento que los
individuos (p= 0.05).

CONCLUSIONES

1. La presencia de mutaciones en el gen supresor
tumoral p53 no se asocidé con respuesta ni con
supervivencia tras el tratamiento radioquimiotera-
pico preoperatorio en esta serie de carcinoma de
recto.

2. Una expresion elevada de Timidilato sintetasa se
asocio al genotipo 3/3 del promotor del gen de TS
(cuyo anélisis fue previo al proyecto de investiga-
cién), aunque de manera no significativa probable-
mente por la escasez de la muestra. El genotipo 3/3
se asoci6 a peor respuesta y peor supervivencia
libre de enfermedad en esta serie.
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