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RESUMEN

Introduccién. Los pacientes con colitis ulcerosa de larga evolucién y pancolitis

corren mayor riesgo de desarrollar cancer colorrectal, lo cual es resultado de
un proceso inflamatorio mantenido y extenso, que altera la reparacion tisular
al provocar fallas y mutaciones del ADN celular, que histoldgicamente se
expresan como displasia. El objetivo de este estudio fue determinar la
presencia de displasia e identificar la utilidad de la inmunoexpresion de la
proteina p53 y Ki 67 en la vigilancia de la displasia en pacientes con colitis

ulcerosa y pancolitis, de ocho o0 mas afos de evolucion. Métodos. Se realizd un
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estudio descriptivo, prospectivo en 38 pacientes, 22 del sexo femenino
(57,9%) y 16 del sexo masculino (42,1%) con una edad promedio de
47,0+12,9 afos, a los que se les realizd una colonoscopia evolutiva donde se
tomaron muestras de biopsia al azar para analisis histolégico e
inmunohistoquimico. Resultados. Se observéd que en el grado 4 de actividad se
detectd el mayor nimero de muestras con displasia (n=6) para un 75% asi
como se demostrd que la inmunoexpresion del p53 y del Ki67 estuvo presente

en ambos grados de severidad de la displasia. Conclusiones. Hubo una elevada

sensibilidad y especificidad para la deteccién de displasia por los métodos

empleados. Palabras clave: colitis ulcerosa, cancer de colon, displasia e imagen

de banda estrecha.

ABSTRACT

Introduction. Patients with ulcerative colitis and longstanding pancolitis are at

increased risk of developing colorectal cancer, which is a result of an
inflammatory process that alters maintained and extensive tissue repair to
cause failures and cellular DNA mutations, which are expressed as dysplasia
histologically. The aim of this study was to determine the presence of dysplasia
and identify the utility of p53 protein immunoexpression and Ki 67 in the
surveillance of dysplasia in patients with ulcerative colitis and pancolitis, eight
or more years of evolution. Methods. We performed a prospective descriptive
study in 38 patients, 22 women (57,9%) and 16 men (42,1%), mean age
47,0£12,9 years, who underwent colonoscopy where evolutionary biopsy
samples were taken at random for histological and immunohistochemical
analysis. Results. It was observed that the degree of activity was detected 4 as
many samples with dysplasia (n = 6) for 75% and showed that
immunoexpression Ki67 and p53 was present in both degrees of severity of

dysplasia. Conclusions. There was a high sensitivity and specificity for the

detection of dysplasia in the samples studied. Key words: ulcerative colitis,

colon cancer, dysplasia and narrow band imaging
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INTRODUCCION

La colitis ulcerosa, es una enfermedad inflamatoria crénica, de patogenia poco
conocida, que afecta la mucosa del colon. El curso de la enfermedad suele ser en forma
de brotes de actividad (donde la inflamacion puede aumentar y agudizarse), siendo
imprevisible el niumero, la periodicidad y la gravedad de estos. Alterna con periodos de
remision y esta caracterizada por la presencia de multiples Ulceras en la mucosa del
colon, que por lo general se localizan en el recto, pero que, de acuerdo con su
persistencia e intensidad, van ascendiendo progresivamente hasta comprometer el
resto de los segmentos coldnicos.™

El diagndstico de la colitis ulcerosa se suele realizar segun la definicién de Lennard-
Jones, donde se incluyen cuatro grupos de criterios diagnosticos: clinicos, endoscépicos,
radiolégicos e histoldgicos. Para el diagndstico se requiere al menos la presencia de dos
criterios, siendo el anatomopatoldgico el definitivo.*

Es importante para el diagndstico inicial incluir una anamnesis detallada, la exploracidon
fisica completa, examenes de laboratorio y estudio microbioldgico de las heces
(coprocultivo, determinacién de parasitos y determinacion de clostridium dificiles) vy
otras series de pruebas complementarias. °

El diagndstico diferencial, se establece con las diarreas infecciosas, causadas por
Salmonelosis, clostridiumdifficiles, amebiasis y otros agentes; por causas no infecciosas
como la radioterapia previa, isquemia, colitis inducida por farmacos, sindrome de la
Ulcera rectal solitaria y por supuesto la enfermedad de Crohn en colon.®

Establecido el diagnéstico diferencial y ante la sospecha de una colitis ulcerosa, la
conducta a seguir es la indicacion, de una colonoscopia. Esta es, sin dudas, el método
diagndstico mas importante, ya que permite demostrar la existencia de lesiones
macroscépicas tipicas, biopsiarlas y excluir otras enfermedades. De acuerdo a los
hallazgos encontrados, se establecen clasificaciones endoscdpicas, teniendo en cuenta
las caracteristicas antes mencionadas.”®

Un diagndstico preciso, de colitis ulcerosa, implica definir el alcance y la gravedad de la
inflamacidén, brindandonos la base para la seleccidon del tratamiento mas adecuado y el

prondstico del paciente.’
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Los pacientes con colitis ulcerosa, poseen un mayor riesgo de desarrollar cancer
colorrectal que el resto de la poblacién, el riesgo se ha relacionado con la extension y la
duracion de la enfermedad, pues el proceso inflamatorio créonico cuando persiste y se
intensifica, puede evolucionar desde una displasia ligera, hasta una lesién maligna.®13
No obstante, su incidencia es variable, oscila entre 5 y 10% de la poblacidn con colitis
ulcerosa, aunque puede llegar a un 20% en pacientes con un tiempo de evolucién de
aproximadamente treinta afios.!* Otros estudios, refieren que el riesgo de cancer
colorrectal se incrementa de 0,5 a 1% por afo, a partir de los ocho o 10 afios de
evolucién.*?

El cancer colorrectal, segun informa el Anuario Estadistico de Salud 2010, constituye

una de las principales causas de muerte en Cuba.®

Actualmente, estudios epidemioldgicos, bioquimicos, inmunoldgicos y genéticos,
sustentan que en la pesquisa de cancer colorrectal, en pacientes con enfermedades
inflamatorias coldnicas crénicas, como la colitis ulcerosa, ademas de la extensiéon vy el
tiempo de duracién, se debe valorar la presencia de displasia ya que constituye un
indicador de la secuencia inflamacién-displasia-cadncer.1”"%!

El avance en los estudios biomoleculares, ha permitido identificar la existencia de
alteraciones en los genes involucrados en la regulacion del crecimiento celular (que
inducen un crecimiento anormal y descontrolado de la célula, y se convierten en
oncogenes), como la deteccion de los llamados genes supresores de tumores, entre los
cuales se encuentra, el gen p53 y la determinacion de marcadores de proliferacion
celular como el Ki 67.227%°

Estas técnicas de inmunohistoquimica, son en la actualidad sencillas y reproducibles y
pueden ayudar en la gradacion de las displasias y, sobre todo, en la distincién con
cambios epiteliales reactivos.?®28

Existe una dificultad, desde el punto de vista histolégico, para el diagndstico de la
displasia en la colitis ulcerosa ya que puede estar enmascarada por el proceso
inflamatorio cronico del epitelio coldnico y en muchas ocasiones, resulta dificil para
el patologo definir alteraciones celulares propias de esta. Es por ello, que la

aplicaciéon de nuevos adelantos de la biologia molecular, como son la
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inmunoexpresion de la proteina p53 y del Ki 67 en el tejido displasico, han
cobrado un valor relevante al contribuir con la evaluacidon y la vigilancia del posible

d ’2,11,29,30

curso de esta entida lo que ha constituido el propdsito del presente

trabajo.

METODOS

Se realizd un estudio descriptivo, prospectivo. El universo estuvo constituido por 38
pacientes adultos, 22 del sexo femenino (57,9%) y 16 del sexo masculino (42,1%) y
una edad promedio de 47,0 £ 12,9 afios, con diagndstico de colitis ulcerosa, atendidos
en la consulta de enfermedad inflamatoria intestinal, a los que se les indico
colonoscopia de seguimiento, en el Centro de Investigaciones Médico Quirurgicas
(CIMEQ), de La Habana, en el periodo de junio de 2011 a enero de 2012. A todos los
pacientes que participaron en la investigacidn, previo consentimiento informado, se les
realizd colonoscopia previa sedacién anestésica y tacto rectal. Se empled un
videoendoscopio CF marca Olympus, Lucera spectrum CLS-260. Durante el proceder se
utilizé el sistema de visualizacion endoscépica convencional para la toma de biopsias de
la mucosa coldnica, la cual se hizo al azar, con el fin de diagnosticar histoldgicamente
la presencia de displasia (alto y bajo grado) y aplicar las técnicas inmunohistoquimica
para determinar la inmunoexpresién de la proteina p53 y Ki 67. Estos procederes se
realizaron en el departamento de Anatomia Patoldgica del centro. En el caso de los
pacientes, que no presentaron displasia en ninguna de las muestras de los diferentes
segmentos tomadas, se determind la inmunoexpresidén en las muestras del segmento
rectosigmoideo, ya que esa es la zona por donde se inicia y mantiene el proceso
inflamatorio.?® Los resultados de estos procederes, permitieron clasificar a los
pacientes y a las biopsias en dos grupos: uno con presencia de displasia y el otro con
ausencia de esta. A las muestras donde se encontrd la displasia y a las ausentes de
displasia del segmento rectosigmoideo se les realizé la inmunoexpresién de la proteina
p53 y Ki67, clasificandose las muestras como positivas o negativas. La evaluacion

estadistica, fue realizada con el programa SPSS 13.0 para Windows.
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Para el analisis descriptivo, se utilizé la media y desviacidén estandar para las variables
cuantitativas y el porcentaje para las cualitativas.

En el analisis de las relaciones entre dos variables cualitativas, se empled la prueba de
chi cuadrado y la probabilidad exacta de Fisher, en el caso de celdas con frecuencias

esperadas menores de 5. Se declaré significacidén estadistica con p<0.05.

RESULTADOS

Cuando se analiza la relacion, entre el grado de actividad de la colitis ulcerosa y la
presencia de displasia, en los 38 pacientes evaluados (tabla 1), se puede observar que
existe una tendencia a que la displasia se presente mas hacia el grado 4 (75,0%), vy
una alta frecuencia de ausencia de displasia hacia los grados menos severos, 7 (100%)
y 10 (76,9%) respectivamente. Hubo una asociacion significativa entre el grado de

actividad de la colitis ulcerosa y la presencia de displasia (p=0,0164).

Tabla 1. Relacion entre grado de actividad de la colitis ulcerosa y

presencia de displasia en los 38 pacientes evaluados.

Displasia
Grado de actividad de la
colitis ulcerosa (pacientes) | _Presente Ausente
No. % No. %
0(n=7) o | o | 7 [ 100
1(n=13) 3 231 10 [ 769
2(n=8) 5 | 625| 3 | 375
3(n=2) 1 150 1 |500
4(n=8) 6 | 750 | 2 | 250

Cuando se evalua la relacion, entre el grado de severidad de la displasia y la
inmunoexpresion de la proteina p53 y Ki 67 (tabla 2), se observa que cuando el grado
de displasia es alto, existe una proporcion mayor de inmunoexpresién de la proteina
p53 y Ki67, con iguales resultados para ambos métodos: n=8 (75%). Luego, cuando el
grado de severidad de la displasia es bajo, también se observa una proporcidon elevada
de muestras con inmunoexpresion de la proteina p53 y Ki67 positiva: 5 (71,1%).

Aunque, estas pueden estar ausentes, tanto para la displasia de alto grado como de
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bajo grado: 2 (25%) y 2 (28,9%) respectivamente. No hubo asociacion significativa,
entre el grado de severidad, en las muestras con diagndstico de displasia y la

inmunoexpresion de la proteina p53 y Ki67.

Tabla 2.Relacion entre el grado de severidad en las muestras
con diagnéstico de displasia y la inmunoexpresion de la proteina

p53 y Ki67.

Inmunoexpresion de la Inmunoexpresion de la
Grado de proteina p53 proteina Ki67
severidad
de la Positiva Negativa Positiva Negativa
displasia

No. % | No. | % No. % No. %
Alto (n=8) 6 | 750 | 2 | 250 | 6 |750| 2 | 250
Bajo(n=15) 5 M1 ] 2 | 289 5 71,1 2 28,9

p = 1,000 p = 1,000

Con respecto, a la relacion entre la presencia o no de displasia y la inmunoexpresién de
la proteina p53, se observa que cuando la displasia esta presente, la proporcién de
pacientes con inmunoexpresién de la proteina p53 es mayor: 11 (73,3%), mientras
que en los casos con ausencia de displasia: 19 (82,6%), existe menos frecuencia de

inmunoexpresion de la proteina p53.

Al determinar la eficacia de la inmunoexpresion de la proteina p53, como predictora de
lesiones malignas, en pacientes con colitis ulcerosa de larga evolucion, donde se utiliza
la histologia (displasia) como prueba de referencia, existe una sensibilidad de 73,3%,
especificidad del 82,6%, valor predictivo positivo(VPP) 73,3%, valor predictivo
negativo(VPN) de 82,6% vy el indice de eficacia 95%.(Tabla 3)

En la tabla 4, se presenta la relacion entre la presencia o no de displasia y la
inmunoexpresion de la proteina Ki67. Se observa que al igual que la inmunoexpresion
de la proteina p53, cuando la displasia estd presente, la proporcion de pacientes con
inmunoexpresién de la proteina ki67 es mayor: 11 (73,3%), aunque existe una alta
proporcidn de pacientes sin displasia con Ki 67 positivo: 13 (56,5%). Al determinar la

eficacia de la inmunoexpresion con Ki 67, como predictora de lesiones malignas, en
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relacion a la histologia, existe una sensibilidad de 73,3%, especificidad del 82,6%,

valor predictivo positivo (VPP) 73,3% y valor predictivo negativo (VPN) de 82,6%.

Tabla 3. Eficacia de la inmunoexpresion de la proteina p53 en el diagnéstico de
displasia en los 38 pacientes evaluados. (CIVEQ)

Inmunoexpresion de la proteina p53

Displasia Positiva Negativa

No. % No. %

Presente(n =15) | 11 73,3 4 26,7

Ausente (n=23) |4 17,4 19 82,6

Sensibilidad: 73,3% IC (47,6 — 99,0)
Especificidad: 82,6% IC (64,9 — 100.0)

Valor predictivo positivo: 73,3% IC (47,6 — 99,0)
Valor predictivo negativo: 82,6% IC (64,9 — 100,0)

Tabla 4. Eficacia de la inmunoexpresion de la proteina Ki67 en el diagnéstico de

displasia en los 38 pacientes evaluados. (CIMEQ)

Inmunoexpresion de la proteina Ki67
Displasia Positiva Negativa
No. % No. %
Presente (n = 15) 11 73,3 4 26,7
Ausente (n = 23) 13 56,5 10 435

Sensibilidad: 73,3% IC (23,8 — 67,8)
Especificidad: 82,6% IC (44,2 —198,7)

Valor predictivo positivo: 73,3% IC (47,6 — 99,0)
Valor predictivo negativo: 82,6% IC (21,0 — 65,9)

DISCUSION

Los estudios del grado de actividad, de la colitis ulcerosa por colonoscopia, reportan
resultados muy variados, en especial, en los pacientes con ocho o mas afios de
evolucién, donde las lesiones son mas marcadas, como resultado del proceso

inflamatorio cronico de la mucosa y que en los grados mas severos se expresa como
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presencia de uUlceras grandes, irregulares, confluyentes, friabilidad de la mucosa vy, en
algunos casos, por un proceso neoproliferativo injertado, que corresponde con el grado

4 de actividad de la colitis ulcerosa.>!

Cuando se analizd, la relacién entre el grado de actividad de la colitis ulcerosa vy la
presencia de displasia, se observd una asociacidn significativa entre estas variables, y
existid6 una tendencia a que la displasia se presentara hacia los grados de mayor
actividad segun la colonoscopia y, por el contrario, estuviese ausente hacia los grados
de menor actividad. El grado que tuvo mayor frecuencia fue el 4, lo cual coincide con lo
reportado por L. Chao 2, en un estudio realizado en el Instituto de Gastroenterologia en
35 pacientes con colitis ulcerosa de larga fecha de evolucién, donde 12, tenian un grado
4 de actividad segun las colonoscopias y de ellos a siete se les diagnosticé displasia. Es
de sefialar que este grado se puede hallar en la mayoria de los pacientes, con colitis
ulcerosa de larga evolucion.>?

En un principio, la actividad de la colitis ulcerosa no se consideraba un factor de riesgo

predominante en la aparicion del cancer colorrectal; pero recientemente, se publicaron

varios articulos que ponen de relieve la importancia de la gravedad de la inflamacion,

en el desarrollo hacia esta entidad.>*3” La guia de practica clinica espafiola de cancer

colorrectal en su actualizacién del afio 2009,!! considera la actividad inflamatoria

dentro de los factores que posiblemente intervengan en el riesgo. Esto sucede, porque

el proceso inflamatorio cronico y mantenido desencadena una respuesta inmunoldgica

exagerada y no controlada, con liberacion de mediadores quimicos, que amplifican y

perpetlan la respuesta inflamatoria e incrementan la proliferacion celular, y se

acompafa de una alta probabilidad de mutaciones del ADN, desactivacién de genes

supresores de tumores y activacién de oncogenes que provocan la pérdida del control

del crecimiento celular y, por otro lado, por la incapacidad de producir la apoptosis con

un incremento de las mutaciones lo cual, unido a otros mecanismos, conlleva a que la

célula se mantenga creciendo y dividiéndose, y favorezca la presencia de displasia y

cancer, situacidon que se conoce como secuencia inflamacién-displasia y cancer.>®
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La presencia de inmunoexpresion de la proteina p53, en ambos grados de severidad de
la displasia, refuerza lo referido por S. Viennot®* y Y. Ajioka®°, quienes plantean que la
proteina p53 se inmunoexpresa en estadios tempranos en la secuencia inflamacion-
displasia-cancer y en la mayoria de las muestras con displasia de alto grado. Es de
sefalar, que en el caso de la displasia de bajo grado hubo cuatro muestras donde la
inmunoexpresiéon de la proteina p53, mostréo un resultado negativo, lo cual pudiera
guardar relacién con que el valor de la inmunoexpresién de la proteina p53 haya
estado por debajo del porcentaje de células displasicas con reaccion intranuclear color
marron, fijado en esta investigacion para considerarla positiva, y que el proceso de
trasformacion celular estuviera en estadios iniciales. Hay autores que establecen
diferentes rangos de positividad para la proteina p53 como lo reportado por Y. Ajioka,>°
quien utilizé rangos de positividad de inmunoexpresién de la proteina p53, de acuerdo
con el porcentaje de inmunotincion de las células displasicas fijado en 5%, 10%, 20%,
lo cual explica que muchas veces, en presencia de displasia de bajo grado, una minima
inmunoexpresion de la proteina p53 se reporte como ausente. Por otra parte, esta
descrito que el proceso de progresion de displasia hacia el cancer no ocurre
necesariamente de forma secuencial, pues se conoce que ésta puede permanecer
estable durante largos periodos de tiempo, regresar a la normalidad o progresar hacia

al cancer sin transitar por displasia de alto grado.*®*!

Igualmente, se observd, que la inmunoexpresidon de la proteina Ki67, estuvo presente
en ambos grados de severidad de la displasia, comportamiento similar a Ia
inmunoexpresion de la proteina p53, lo que se corresponde con otros estudios
realizados por autores como Shinozaki M %> Wong NA ?® y, quienes observaron la
inmunoexpresién de Ki67 en ambos grados de severidad de la displasia en pacientes
con antecedentes de colitis ulcerosa, asi como su negatividad en ausencia de la misma.
Aunque existe un porciento de pacientes que mostraron inmunoexpresion del Ki67
donde la displasia estaba ausente (13) 56,7%, lo cual pudiera estar en relacion con la
presencia de actividad inflamatoria de la mucosa, dado que el Ki67 constituye un
marcador de proliferacion celular el cual se expresa durante todas las fases activas del

ciclo celular (fase G1 tardio, S, G2 y mitosis) y esta ausente en la fase GO. Durante la
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interfase Ki67 es detectado dentro del nucleo, en cambio, en la mitosis la mayoria de
estas proteinas son relocalizadas en la superficie de los cromosomas Ki67, las cuales
son rapidamente degradadas cuando la célula entra a un estado neoproliferativo o
durante la reparacién del ADN.** A pesar de esta caracteristica, el Ki67 mostrd cifras
significativas de expresion (73,3%) en presencia de displasia, lo cual apoyado por los
valores del p53 en las mismas nos ayudan a establecer un seguimiento mas estrecho y
confiable de Ila displasia como lesidon precursora de malignidad en estos

pacientes,?>:26:43.44

Existen evidencias de que en los pacientes con pancolitis de larga evolucién, se
presentan una serie de mutaciones en genes relacionados con la proliferacion y el
crecimiento celular, asi como pérdida de cromosomas, lo cual sugiere que en la
transicién de displasia a cancer hay una acumulacion de alteraciones moleculares, entre
las cuales una de las mas estudiadas es la inmunoexpresion de la proteina p53. De igual
manera en la evolucién de la proliferacién celular hacia lesiones premalignas como la
displasia en el epitelio dafiado de estos pacientes, la expresiéon del Ki 67 ha sido
empleada para su evaluacién, basado principalmente en su funcidon de regulador de la

proliferacion celular durante el ciclo celular.*#°

Al analizar la relacidon entre la presencia o no de displasia y la inmunoexpresion de la
proteina p53, se observd que esta estaba presente en casi la totalidad de los pacientes
con displasia con una sensibilidad de 73,3% y especificidad de 82,6%, con un valor
predictivo negativo de 82,6 %, este Ultimo dato de gran importancia pues significa que
un alto porciento de los pacientes sin inmunoexpresién de la proteina p53 es muy poco
probable que tengan displasia, lo que nos permitiria tomar conductas mas certeras en
cuanto al seguimiento y tratamiento de estos pacientes. Esto obedece a que en la
carcinogénesis de pacientes con pancolitis de larga duracién, la inmunoexpresién de la
proteina p53 provoca alteraciones celulares que se expresan histoldgicamente como

displasia.
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Los resultados obtenidos son similares a lo reportado por M. Heinzlmann*® y S.

4’ en cuanto a la importancia que tiene la determinacién de la

Yoshizawa,
inmunoexpresion de la proteina p53 como posible indicador de la displasia. Este hecho
se fundamenta en que la colitis ulcerosa, al ser un proceso inflamatorio crdénico,
mantenido y descontrolado, con el tiempo conduce a un trastorno irreparable del ADN,
y como la proteina p53 desempena un papel importante dentro de los mecanismos
normales de reparacién del ADN, cuando esta sufre alteraciones en su composicién, se
hace mas estable y se inmunoexpresa a nivel del nlcleo de la célula que, por el propio
proceso inflamatorio crénico de la enfermedad de base, ya ha sufrido cambios

estructurales que histoldogicamente se identifican como displasia.

Por tal razén, cuando hay inmunoexpresién de la proteina p53, el hecho sugiere la
presencia de displasia, lo cual coincide con la hipdtesis propuesta por S. Hussain*® en
cuanto a la secuencia inflamacién-cancer y con el estudio de Mendoza-Rodriguez*
acerca del mecanismo de accidén del gen supresor de tumores p53 en la proliferacién y

la muerte celular.

Al analizar, la relacidon entre la presencia o no de displasia y la inmunoexpresiéon de la
proteina Ki67, se observd que esta se encontraba presente en los pacientes con
displasia con una sensibilidad de 73,3% y especificidad de 82,6%, con un valor
predictivo negativo de 82,6%, por lo que existe un elevado porciento de pacientes que
la inmunoexpresion del Ki67 es negativa y no tienen displasia, lo que le ofrece
relevancia a este marcador en la evaluacion de Ila presencia de lesiones
premalignas.*®*° Sobrino Cosssio®® en su estudio con Ki67 en la deteccidn de focos de
criptas aberrantes displasicas en pacientes con riesgo de cancer de colon, encontrdé un
aumento de la sobreexpresion del Ki67, que representa la hiperproliferacion celular
desorganizada. Esto es posible pues se conoce que este marcador se inmunoexpresa
en las fases activas del ciclo celular y tiene un bajo nivel de expresidon en la célula en

reposo.

Los resultados alcanzados, permiten llegar a la conclusién que la inmunoexpresion de

la proteina p53 vy el ki67, constituyen métodos utiles para la vigilancia en pacientes con
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colitis ulcerosa de larga evolucién, al contribuir con un diagnodstico mas certero de

displasia.
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