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Resumen

Introduccion. Aunque la supervivencia de los pa-
cientes sometidos a reseccion por cancer de es6fago
ha mejorado discretamente en el mundo occidental,
los resultados distan mucho de ser satisfactorios. El
estudio de la ploidia o la expresion de ciertos genes
como el p53 abren, al menos en teoria, grandes posi-
bilidades terapéuticas y prondsticas. El objetivo de
este trabajo es evaluar la expresion de la proteina
p53 y su influencia sobre la evolucién de los pacien-
tes con carcinoma epidermoide tras exéresis.

Pacientes y método. Estudio retrospectivo (sobre una
base de datos prospectiva) de 65 pacientes con cancer
epidermoide de esofago sometidos a reseccion y vali-
dos para un seguimiento minimo de 30 meses en los
que se determin6 por inmunohistoquimica las altera-
ciones de la expresion de la proteina p53. Los resulta-
dos fueron comparados con variables clinicopatolégi-
cas habituales y con la supervivencia de los pacientes.

Resultados. Veinticuatro enfermos (36,9%) han sido
negativos y los 41 restantes han presentado inmuno-
tincion positiva. Han predominado las resecciones
con intencién curativa, 36 (55,4%); las lesiones T,, 24
(36,9%), y T,, 26 (40%), los ganglios positivos N,, 35
(53,8%), y las metastasis (M,, 11) de origen sobre
todo ganglionar. En consecuencia, los estadios Ill (30
enfermos) y IV (11) suponen el 63,1% de la muestra.
La inmunotincion no se ha relacionado con ninguna
de las variables clinicopatoldgicas estudiadas. La su-
pervivencia mediana global de la serie ha sido de
16,5 meses (intervalo de confianza [IC] del 95%, 13,7-
19,3) y la supervivencia a los 12, los 36 y los 60 me-
ses, del 67,9, el 20,8 y el 12,3%, respectivamente. La
expresion de la oncoproteina p53 no ha condiciona-
do la supervivencia, el intervalo libre de enfermedad
ni la probabilidad de recurrencia.
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Conclusiones. Nuestro grupo de pacientes con
cancer de esofago resecado, que consultan con en-
fermedad muy evolucionada, expresan oncoproteina
p53 en 2/3 de los casos. La supervivencia, limitada, y
el intervalo libre de enfermedad no se ven influidos
por los resultados inmunohistoquimicos.

Palabras clave: Cancer de eséfago. Factores prondsti-
cos. Oncoproteina p53. Inmunohistoquimica.

IMMUNOEXPRESSION OF THE P-53 ONCOPROTEIN
IN RESECTED EPIDERMOID CARCINOMA OF THE
ESOPHAGUS

Introduction. Although survival in patients under-
going resection of esophageal cancer has slightly in-
creased in the Western world, the results are far from
satisfactory. Study of ploidy or of the expression of
certain genes such as the p-53 oncoprotein offer, at
least in theory, great therapeutic and prognostic pos-
sibilities. The aim of the present study was to evalua-
te p-53 expression and its influence on outcome in
patients with epidermoid carcinoma after resection.

Patients and method. We performed a retrospective
study (using a prospective database) of 65 patients
with epidermoid cancer of the esophagus who under-
went surgical resection and a minimum follow-up of
30 months. Alterations in p-53 protein expression
were determined by immunohistochemistry. The re-
sults were compared with routine clinico-pathologi-
cal variables and survival.

Results. Immunostaining was positive in 24 pa-
tients (36.9%) and negative in the remaining 41. The
most frequent intervention was resection with curati-
ve intent in 36 patients (55.4%). The most frequent
findings were T3 lesions in 24 patients (36.9%) and T4
lesions in 26 (40%), positive lymph nodes (N1) in 35
patients (53.8%), and metastases (M1) in 11, mainly of
lymph node origin. Stage lll tumors were found in 30
patients and stage IV tumors were found in 11, repre-
senting 63.1% of the sample. No relationship was
found between immunostaining and any of the varia-
bles studied. The median overall survival in the series
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was 16.5 months (95% ClI, 13.7-19.3) and survival at
12, 36 and 60 months was 67.9%, 20.8% and 12.3%,
respectively. Expression of the p-53 oncoprotein did
not influence survival, disease-free survival, or the
probability of recurrence.

Conclusions. Two out of three patients in the pre-
sent series, who presented with advanced disease,
showed p-53 expression. Neither survival, which was
limited, nor disease-free survival was influenced by
p-53 expression.

Key words: Esophageal cancer. Prognostic factors. p53
oncoprotein. Immunohistochemistry.

Introduccion

La supervivencia de los pacientes sometidos a resec-
cién por cancer de es6fago ha mejorado en Occidente en
los Ultimos afos', aunque todavia estamos muy lejos de la
comunicada con relativa frecuencia por los autores japone-
ses? o, esporadicamente, por algin grupo americano?®, con
cifras recientes espectaculares del 51% a los 5 afos, con
diseccion en tres campos. Sin embargo, es obvio que los
diagndsticos son tardios y, en comparacion con otros tipos
tumorales, los resultados han de ser considerados malos.

Por otra parte, el gran objetivo en el tratamiento de es-
tos pacientes ha sido disponer de una prueba reproduci-
ble y de uso facil capaz de predecir el riesgo de cancer
en grupos seleccionados* o establecer, en el momento
del diagnéstico, el prondstico de los enfermos y la posibi-
lidad de tratamiento®. Frente a los factores prondsticos
derivados del tumor (epidemiolégicos, clinicopatoldgicos)
o del tratamiento aplicado (cirugia con o sin tratamientos
complementarios), bien conocidos y estudiados®’, pero
la mayoria sélo disponible una vez obtenida la pieza de
exéresis, los estudios genéticos son relativamente re-
cientes. El estudio de la ploidia o la expresion de ciertos
genes como el p53 abren desde el punto de vista tedrico
un gran abanico de posibilidades. p53 es un gen supre-
sor tumoral que contribuye a la preservacion de la estabi-
lidad genética en respuesta al dafio del ADNE,

Nuestro estudio pretende valorar, mediante métodos
inmunohistoquimicos de uso cotidiano en los laboratorios
de anatomia patoldgica, la expresién de la proteina p53
como marcador tumoral en un grupo de pacientes con
carcinoma epidermoide de eséfago tras reseccion, y de-
terminar su posible influencia evolutiva y pronostica.

Pacientes y método

Entre enero de 1985 y diciembre de 1996 hemos atendido en nues-
tro servicio de cirugia a 233 enfermos con cancer de esoéfago, 65 de
ellos tratados de modo consecutivo, que reunian los criterios estableci-
dos, y que constituyen la base de este trabajo.

Criterios de inclusion

Todos ellos fueron sometidos a reseccién por un tumor epidermoide
de esdfago en el periodo mencionado, sin tratamiento neoadyuvante.
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Catorce (21,5%), via transhiatal; 41 (63,1%), doble via de Ivor Lewis, y
los 10 restantes (15,4%), esofagectomia de tres vias. La diseccion gan-
glionar estandar fue en dos campos. El estudio de extension preopera-
torio, de acuerdo con los criterios del servicio, afiadi6 a lo que se suele
realizar en cualquier cirugia oncolégica mayor, endoscopia, estudio ba-
ritado esofagogastroduodenal, tomografia computarizada de térax y ab-
domen, ecografia de abdomen superior, gammagrafia ésea y broncos-
copio, en las neoplasias vecinas a la via aérea. El seguimiento minimo
ha sido de 30 meses. Siempre habia bloques de parafina con muestra
tumoral suficiente para realizar el estudio inmunohistoquimico.

Método de estudio

Se trata de un estudio doble: por un lado, se lleva a cabo un estudio
clinico retrospectivo (aunque los datos han sido extraidos de una base
confeccionada de modo prospectivo). En él se estudian variables epide-
mioldgicas, clinicas y patologicas, tanto al ingreso como durante el se-
guimiento de los pacientes, con fines descriptivos o para establecer una
posible relacién con la oncoproteina p53. Por otro lado, se ha realizado
un estudio inmunohistoquimico, basado en la técnica de la avidina-bioti-
na sobre material fijado en formaldehido tamponado al 10% e incluido
en parafina. Brevemente, las secciones de tejido preparadas con PBS
fueron incubadas durante una hora con el anticuerpo antiproteina p53,
clon DO-7 (Dako). La expresion de p53 se midié de forma semicuantita-
tiva con relacion al porcentaje de nicleos tumorales tefiidos mediante
un microscopio Olimpus BHT. Segun el porcentaje de inmunopositividad
nuclear se realizé la siguiente clasificacion en cuatro apartados: 0: ne-
gativa; 1: minima, menos del 10% de las células con tincion; 2: modera-
da, del 10 al 50%, y 3: intensa, tincion de mas del 50% de las células.
No obstante, y con fines estadisticos se aplicaron los criterios de Casey
et al® que agrupan los cuatro apartados anteriores en dos patrones: |,
negativo (0 y 1), y ll, positivo (2 y 3). Las tinciones fueron evaluadas por
dos observadores independientes.

Calculo estadistico

Los datos fueron recogidos y analizados mediante el programa
SPSS para Windows, version 7.5 (Chicago, lllinois, Estados Unidos).
Los datos cuantitativos se expresan como medias, medianas, desvia-
cion tipica y rangos. Las variables categéricas se muestran como por-
centajes. Para calcular las diferencias entre variables cuantitativas se
llevaron a cabo las pruebas de la U de Mann-Whitney o de Kruskal-Wa-
llis, segun los casos. En las variables cualitativas los contrastes de in-
dependencia fueron establecidos mediante la prueba de la x de Pear-
son, con la correccion de Yates y el test exacto de Fisher, cuando fue
necesario.

La supervivencia se ha estimado por el método de Kaplan-Meier, y
las curvas comparadas con el test de rangos logaritmicos. La significa-
cién se ha ajustado a o = 0,05.

Resultados

Los datos epidemiolégicos clinicos y patolégicos mas
relevantes se exponen en la tabla 1.

p53 y caracteristicas clinicopatolégicas

El anélisis de la posible relacion entre los valores de in-
munotincién de p53 y otras variables clinicopatologicas
ha puesto de manifiesto que la edad (p = 0,60), el sexo
(p = 0,29), la topografia tumoral (p = 0,43), la longitud de
la tumoracion (p = 1,00), la diferenciacion tumoral (p =
1,00), la profundidad lesional (T) aislada (p = 0,36) o
agrupada T, + T, frentea T, + T, (p = 0,22), afeccién gan-
glionar (N) (p = 0,61) y nimero (p = 0,18) y estadificacion
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TABLA 1. Datos clinicopatoldgicos (n = 65)

TABLA 2. Inmunotincion de p53°

Numero (%)

Edad (afos)
Media, 56,6 (DE, 8,2)
Limites, 39-63
Sexo
Varén 6
Mujer
Topografia
1/3 superior
1/3 medio
1/3 inferior
Multiple
Longitud
Media, 5,4 (DE, 2,3). Mediana, 5
Limites, 0,5-11
Intencion exéresis
Curativa
Paliativa
Diferenciacion tumoral
Buena
Moderada
Mala
Clasificacion pTNM
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tumoral aislada (p = 0,24) o agrupada, | + lIA + 1IB frente
alll + IV (p = 0,29) no se relacionan con el patrén inmu-
nohistoquimico obtenido.

Expresion de p53 y supervivencia

La expresién inmunohistoquimica de la oncoproteina
p53 se expone en la tabla 2. En la mayoria de las mues-
tras la inmunotincién fue positiva. De los 38 pacientes so-
metidos a reseccion con intencion curativa, 26 presenta-
ron recidiva y fallecieron por el tumor. Siete fallecieron
por otras causas sin recidiva y cinco estaban vivos en el
momento de cerrar el estudio. Los 27 enfermos en los
que la cirugia se juzg6 insuficiente fallecieron (26 por
progresion y uno por otras causas). La supervivencia me-
diana global de la serie (fig. 1) ha sido de 16,5 meses (in-
tervalo de confianza [IC] del 95%, 13,7-19,3), con super-
vivencias a los 12, los 36 y los 60 meses del 67,9, el 20,8
y el 12,3%, respectivamente.

La expresion de la oncoproteina p53 no ha modificado
la supervivencia de los pacientes (p = 0,57; fig. 2); no
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Ty Tincion Pacientes;
P53 Inmunotincion células (%) n (%)
() Negativa 0 21(32,3)
(24) (36,9%) Minima <10 3(4,6)
+
41 (63,1%) Moderada 10-50 7(10,8)
Intensa > 50 34 (52,3)

Tasa de supervivencia (%)
100

80

Mediana, 16,5 meses

60

40

20~

O T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72
Tiempo (meses)

Fig.1. Supervivencia global.

0 Tasa de supervivencia (%)

80
p=0,57
60
40
p53 negativo n = 24
20 1
p53 positivo n = 41
0 T T T T T

T
0 12 24 36 48 60 72
Tiempo (meses)

Meses p
12 36 60
S i ia (%
upervivencia (%) 0,57
P53 + 634 189 7.6
p53 — 75,0 23,9 23,9

Fig. 2. Supervivencia segun oncoproteina p53.

obstante, un estudio pormenorizado de los datos permite
observar un mejor comportamiento del grupo con onco-
proteina negativa (supervivencia a los 12, los 36 y los 60
meses del 75,0, el 23,9 y el 23,9%, respectivamente)
frente al que presentd inmunotincion positiva (el 63,4, el
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18,9 y el 7,6% para los mismos plazos). Sin embargo, las
medianas son practicamente coincidentes (mediana de
supervivencia de 16,5 meses [IC del 95%, 13,7-19,3] en
ausencia de tincion, y mediana de 17,0 meses [IC del
95%, 12,8-21,2] cuando los resultados fueron positivos).

La supervivencia libre de enfermedad para el grupo de
reseccion con intencién curativa tampoco se ha modifica-
do en funcién de la inmunotincién obtenida (p = 0,58).
Asi, la mediana en inmunotincién negativa fue de 26,4
meses (IC del 95%, 16,3-36,5), frente a 40,2 meses (IC
del 95%, 17,6-62,9) para el grupo positivo.

La probabilidad de recurrencia a los 12, los 36 y los 70
meses ha sido del 40, el 57 y el 100%, respectivamente,
en ausencia de tincion y del 30, el 74 y el 81%, cuando la
tincion fue positiva. No obstante, el pequefio tamafio
muestral obliga a tomar con precaucién estos datos.

Discusion

Nuestros pacientes siguen, en cuanto a epidemiologia
y caracteristicas, clinicopatolégicas el patrén habitual. El
empleo de la inmunohistoquimica, que detecta basica-
mente p53 mutada, con una vida media mas prolongada
que la p53 nativa, esta ampliamente avalado en la biblio-
grafia y permite el uso de gran nimero de anticuerpos™.
Un total de 41 pacientes (63,1%) en nuestro estudio ex-
presaba la oncoproteina, cifras que son superponibles a
las publicadas por otros grupos'"'2.

La acumulacién nuclear de la oncoproteina p53 no se
ha relacionado con las variables epidemioldgicas, clini-
cas y patolédgicas estudiadas, un hecho quiza llamativo y
decepcionante, pero no nuevo; asi Lam et al'' y Nozoe et
al’® han confirmado hallazgos idénticos. De estos resulta-
dos quiza sorprenda mas la falta de relacién con el esta-
dio de la enfermedad, aunque esté bien documentada’.
Sin embargo, lkeda et al'® y otros autores'®'” si encontra-
ron relacién directa entre la inmunotincion y la afeccién
ganglionar. También se han hallado resultados controver-
tidos para metastasis'®'®. Factores tan dispares como la
técnica empleada o el tamafo muestral quiz expliquen
estos hechos.

La supervivencia de nuestros pacientes sometidos a
reseccion estd en la linea de series comparables, mejo-
res que los de Lam et al'', pero peores que los de otros
autores”22!. Al establecer relaciones con la oncoproteina
p53 la supervivencia no se ha modificado en funcién del
grado de inmunotincién, un resultado coincidente con
otros publicados??*; pero una vez mas los trabajos son
discrepantes, asi ciertos autores'®?® aprecian, como ca-
bria esperar, que la inmunopositividad es un mal indice
prondstico, y Kuwahara et al?®® introducen un hecho adi-
cional: el estadio. Sus pacientes con estadios menos evo-
lucionados (I y Il) tienen mal prondstico cuando la onco-
proteina es positiva; mientras que en los estadios Ill y IV
carece de influencia. Es llamativo y quizd pueda abrir
nuevas lineas de investigacion el trabajo en sangre de
Shimada et al?’, en el que los titulos elevados de anti-
cuerpos p53 se muestran como un buen determinante de
recidiva y prondstico.

En conclusién, a la luz de nuestros datos y los de la bi-
bliografia, el andlisis inmunohistoquimico de la oncopro-
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teina p53 en pacientes con cancer epidermoide de eséfa-
go resecable es una técnica facil, reproducible y aplicable
incluso en material de biopsia; sin embargo, no se ha de-
mostrado que tenga valor predictivo y, en consecuencia,
puede intuirse que el estudio de material de biopsia preo-
peratorio no serviria para plantear la actitud terapéutica
gue se debe tomar. Por ello, su empleo ha de ser consi-
derado, por ahora, complementario.
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