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ANTECEDENTES

La colitis ulcerativa croénica inespecifica (CUCI) es reconocida como un proceso inflamatorio
crénico y recidivante, de patogenia desconocida, limitada a la mucosa y submucosa colorectal
con una distribucién difusa y continua (1). Los pacientes con esta enfermedad tienen mayor
riesgo de desarrollar cancer colorectal, que aquellos que no la padecen. Se cree que el cancer
colorectal se inicia como una displasia en pacientes con CUCI pre-existente. (4)

La displasia se define como una alteracidon neopldsica epitelial proliferativa. Se caracteriza
morfoldgicamente por elongacién de la cripta, disminucién y dislocacién de la mucina hacia la
base de la célula, aumento del tamafo e hipercromacia del nicleo, difusiéon de la cromatina y
puede haber mitosis anormales, sin embargo a la fecha aun existen discrepancias entre
patdlogos expertos para el diagndstico inequivoco de estas alteracion de alta significancia para
el paciente y el médico tratante (5)

Un meta metanalisis informa que el riesgo de cancer colorrectal para pacientes con colitis es
del 2% después de 10 anos, 18% después de 20 afios y del 28% después de 30 aiios de padecer
la enfermedad (6). En total, el riesgo relativo de contraer cancer colorrectal aumenta de
cinco a diez veces aproximadamente en comparacion con los pacientes del grupo de control
pareados por edad. (7,8), sin embargo, recientemente otros autores refieren una relacion de
riesgo de desarrollar cdncer de nueve veces en pacientes con lesidn de bajo grado y doce
veces en lesiones de alto grado (9).

La edad media de aparicion del carcinoma colorrectal (CCR) en estos pacientes es menor que
en las formas esporadicas (40-50 para los primeros y de 60 afios o0 mas para los segundos). La
incidencia parece incrementarse en un 0.5% anual tras los primeros 7 a 8 afos a partir del
inicio de la enfermedad en pacientes con pancolitis, por lo que dicho riesgo se ha relacionado
tanto con la extensién como la duracion de la enfermedad (9). En pacientes con pancolitis, el
riesgo aumenta a partir de los primeros 8 al0 afios de padecer la enfermedad con una
incidencia acumulada de 5 a 10% a los 20 afios y del 12 al 20% a los 30 afios del inicio y riesgo
absoluto se eleva al 30% tras 35 afios de enfermedad (10)

La respuesta del organismo a desarrollar cdncer no tiene un mecanismo Unico, pero tiene
mucho paralelismo con la inflamacién y la cicatrizacidon de heridas. Las células inflamatorias y
la liberacién de citocinas en los tumores dan mayores probabilidades de contribuir al
crecimiento del tumor, la progresion y la inmunosupresion, y al huésped para montar una
respuesta antineoplasica eficaz. Por otra parte en estudios experimentales se ha visto que la
susceptibilidad al cancer y la severidad del mismo puede estar asociada con polimorfismos
funcionales de los genes de las citocinas inflamatorias, y la supresidon o la inhibicién de
citoquinas inflamatorias inhiben el desarrollo del cancer. Si el daifio genético es el primer paso
"que enciende el fuego " para la neoplasia, algunos tipos de inflamacién pueden proporcionar
el combustible "que alimenta las llamas” (11)

Las infecciones persistentes dentro del huésped inducen una inflamacién crénica. Los
leucocitos y otras células fagociticas se infiere hacen dafio al ADN de las células que proliferan
a través de la generacion de oxigeno reactivo y nitrégeno que se producen normalmente en
estas células para combatir la infeccién, esta reaccidn de peroxinitrito es un agente



mutagénico, por lo tanto repite el dafio tisular y la regeneracidon de los tejidos en presencia de
nitrégeno altamente reactivo y el oxigeno liberado de las células inflamatorias interactian con
el ADN en la proliferacién del epitelio dando como resultado una alteraciones gendmicas
permanentes tales como mutaciones puntuales, deleciones o reordenamientos. De hecho las
mutaciones del p53 se pueden observarse con frecuencia similar a las de los tumores en
enfermedades inflamatorias crénicas. (12)

En diferentes publicaciones se ha informado que la expresion del gen p53 se presenta en el
59.5% de la colitis ulcerativa, considerandolo como un acontecimiento clave en el desarrollo
de la displasia (13). El gen p53 (TP53) fue descubierto en 1979 y hasta la fecha se le sigue
considerando uno de los genes mas importantemente relacionado con el cancer. Este gen,
localizado en el cromosoma 17 produce una proteina que funciona como un factor de
transcripcién involucrado en la division celular y simultdneamente interviene en el control del
crecimiento celular (14).



JUSTIFICACION

La displasia se define como una alteracion neoplasica epitelial proliferativa. Se caracteriza
morfolégicamente por elongacién y distorsion de la cripta, disminucidn y dislocacién de la
mucina hacia la base de la célula o transformacion de las células globosas en células en anillo
de sello, los nucleos aumentan su tamafio, se alargan vy se estratifican con aumento y
dispersion de la cromatina y también pueden existir mitosis anormales. Sin embargo aun no
existen criterios consensuados entre patélogos expertos para el diagndstico preciso. (5)

No se ha establecido a la fecha una calificacidn histoldgica que unifique criterios diagndsticos
de displasia en pacientes con colitis ulcerativa crdnica inespecifica. Debido a esto, es dificil
estadificar con eficiencia a los pacientes que cursan con CUCI, afectando consecuentemente el
tratamiento que debera ser aplicado a cada paciente.

Consideramos que la determinacidn de la utilidad de una calificacién histolégico de displasia,
ayudara a identificar con mayor precision la presencia de la misma en pacientes con CUCI,
reduciendo asi la variabilidad diagndstica informada en diferentes publicaciones y en la
experiencia en nuestra institucion y en consecuencia coadyuvara en la toma de decisiones
para la aplicacion del tratamiento que requiere cada uno de los pacientes con esta patologia.



PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

A la fecha no existe una calificacidon que realice con mayor precisidn el diagnéstico de displasia
en pacientes con CUCI. A la fecha el diagndstico depende de la experiencia del patdlogo
evaluador y del numero de cortes histoldgicos observados, con la consecuente variabilidad
intra e inter evaluadores, lo da como consecuencia criterios de tratamiento en las diferentes
instituciones de salud publica y privada. Considerando esto, planteamos las siguientes
preguntas de investigacion:

1. Cudl es la utilidad de contar con una calificacidn histolégico de displasia en pacientes
con colitis ulcerativa crénica inespecifica.

2. Cual es la asociacion entre la calificacion histolégico de displasia con la expresion del
gen p53 en pacientes con colitis ulcerativa crénica inespecifica.



HIPOTESIS
1. La calificacidn histoldgico de es muy util para establecer el diagnostico de displasia en
pacientes con Colitis Ulcerativa Crénica Inespecifica.
2. La asociacion de la expresion del gen p53 con la calificacién histolégica de displasia en
base a las caracteristicas histopatoldgicas se espera por arriba del 70% en pacientes
con colitis ulcerativa crénica inespecifica.



OBIETIVOS

GENERAL

Establecer la utilidad de una calificacién histoldgica de displasia y su asociacién con la expresion
del gen p53 en pacientes con Colitis Ulcerativa Crdénica Inespecifica.

ESPECIFICOS

1. Determinar la sensibilidad y especificidad de la calificaciéon histolégica de displasia en
pacientes con Colitis Ulcerativa Crénica Inespecifica.

2. Determinar la asociacién de la expresion del gen p53 con los pardmetros de la calificacidn
histolégica de displasia de los pacientes portadores de Colitis Ulcerativa Crénica
Inespecifica.

POBLACION
Pacientes con diagndstico clinico de Colitis Ulcerativa Crdnica Inespecifica atendidos en el servicio
de Gastroenterologia con biopsias tomadas en el Servicio de Endoscopias y evaluadas en el
servicio de Patologia.
Criterios de inclusion

1.- Biopsias de pacientes adultos de cualquier sexo con diagnéstico histopatoldgico de CUCL.

Criterios de exclusion

1. Biopsias de pacientes con patologias autoinmunes o genéticas agregadas al CUCL.
2. Biopsias con diagndstico de cancer de colon avanzado.

Criterios de eliminacion

1. Biopsias en malas condiciones de preservacion, con tejido insuficiente o ausencia de bloque
tisular



MATERIAL Y METODOS
Tipo de estudio: Es un estudio transversal, retrolectivo.

Revisamos los bibliératos del servicio de Patologia de pacientes que cumplieron los criterios
de seleccidon del 2004 al 2009 y del expediente clinico se registraron las siguientes variables:
Edad, género y nimero de registro de las biopsias.

Las biopsias procesadas y previamente tefiidas con Hematoxilina y Eosina (HE) se sometieron a
la calificacidon histoldgica con los parametros seleccionados, el bloque tisular se sometié a
estudio de inmunihistoquimica para determinar la expresiéon del gen P53. La evaluacidn
histolégica fué realizada por dos patdélogos experimentados en microscopio dptico modelo
Leica DM1000 de 5 objetivos. Previo al estudio los diagndsticos histopatoldgicos fueron



sometidos a evaluacion de variabilidad inter e intra observador, mostrando una Kappa de

0.92.

Se utilizé un grupo control de biopsias de colon sin alteraciones

Técnica de Inmunohistoquimica para P53

Se realizaron los siguientes procedimientos:

1.

B

® N o w

Recuperar antigénica con buffer de citratos pH 7 por 10 minutos a 121 2C en olla de
presion.

Enfriar de la laminilla por 20 minutos a temperatura ambiente.

Bloquear de inmunoperoxidasa enddgena por 5 minutos.

Incubar del anticuerpo p53 (DAKO monoclonal mouse, anti-human, Clonel/DO-7) por
30 minutos a temperatura ambiente.

Incubar del sistema de deteccién LSAB por 30 minutos a temperatura ambiente.
Incubar DAB a temperatura ambiente.

Contrastar con hematoxilina de Harris.

Cubrir la muestra.

Evaluacion de Laminillas

Cada biopsia se evalué y calificé de acuerdo a parametros Histoldgico de Displasia de acuerdo

a las siguientes caracteristicas:

Elongacion de criptas:

Ausente (0 puntos): Cuando comparta caracteristicas histolégicas similares a las
biopsias control

Leve (1 punto): Cuando la elongacion de la cripta sea de un 25% en relacién a las
biopsias control

Moderada (2 puntos): Cuando la elongacién de la cripta sea de un 50% en relacién a las
biopsias control

Intensa (3 puntos): Cuando la elongacién de la cripta sea mayor del 50% en relacion a
las biopsias control.

Disminucién y dislocacion de la mucina hacia la base de la célula.

Ausente (0 puntos): Cuando no exista disminucién o dislocacion igual a las laminillas
control

Leve: (1 punto) Cuando presente disminucion y dislocacion de la mucina en un 80% en
relacion a las biopsias control

Moderada: (2 puntos) Con una disminucidn de la mucina y dislocacién de una 50% en
relacién a las biopsia control.



e Intensa (3 puntos): Con disminucion de la mucina mayor al 50% en relacién con las
biopsias control.

Nucleos aumentados de tamaiio e hipercromaticos

e Ausente (0 puntos): Cuando compartan caracteristicas semejantes a los nucleos de de
las laminillas control

e Leve (1 punto): Cuando el nucleo ocupe de un 30 a 50% el espacio de la célula
e Moderada (2 puntos): Cuando el nicleo ocupe entre un 51 a 75% de la célula
e Intensa (3 puntos): Cuando el nucleo ocupe mas del 76% el tamafio de la célula.
Situacion del nucleo en la célula
e Basal (0 puntos)
e Mitad inferior de la célula (1 punto)
e Mitad superior de la célula (2 puntos)
e Porcidn apical de la célula (3 puntos)
Mitosis segun su localizacion en la cripta
e Tercio inferior (O puntos)
e Tercio medio (1 punto)
e Tercio superior (2 puntos)
Expresion de gen p53
e <25% (0 puntos)
e 25% (1 punto)
e 75% (2 puntos)
e 100% (3 puntos)

Grado de displasia

SIN DISPLASIA 0

DISPLASIA > 6 puntos
Bajo Grado 6A12
Alto Grado 13-15




Analisis estadistico

Utilizamos el programa estadistico spss 16.0 para Windows. Para el analisis descriptivo
utilizamos medidas absolutas y relativas, mostrando la informacién en tablas y graficas. La
asociacion se determind con Correlacion de Pearson. La variabilidad intra e inter observador
serd evaluada mediante prueba Kappa y la Sensibilidad y Especificidad del escore histolédgico
de displasia con curvas ROC. Consideraremos significancia estadistica con p < 0.05.



RESULTADOS

Analizamos 50 biopsias de pacientes con diagnostico de Colitis Ulcerativa Crénica Inespecifica.
No se observo diferencias importantes en la distribucién por género: Masculino 46% (n=23 y
femenino 54% (n=27). Grafica 1 El analisis histolégico mostré mayor proporcion en grado leve-
moderado en la disminucidon de mucina hacia la base de las criptas (84%); elongaciéon de
criptas (69%) y nucleos aumentados de tamafio e hipercromaticos (88%). Grafica 2, figuras 1y 2.
La situacién del nucleo y mitosis por su localizacion fue predominantemente inferior (90%).
Grdfica 3, Tabla 1y figuras 3 y 4.

Las variables de la calificacion histoldgica de displasia mostraron una correlaciéon significativa
con la presencia de displasia (p<0.01 a 0.001), destacando la situacién del nucleo y la mitosis
por su situacién en la cripta (r=0.70 y r=0.69 p<0.001 respectivamente). La expresion del
marcador P53 igualmente mostré una correlacion significativa con la presencia de displasia
(r=53 p<0.001). Tabla 2 y figura5y 6.

La cuantificacién de la calificacién histoldgica para diagnosticar displasia mostré una
correlacién muy importante y significativa con el marcador p53 (r=0.88 p<0.001). La
sensibilidad y especificidad de las caracteristicas histoldgicas asociadas con la presencia de
displasia fue importante (S= 80-86% y E= 90-95%), destacando la utilidad de la calificacion
histoldgica para detectar displasia, con una sensibilidad de 96% vy especificidad de 90%. Tabla 3

Grafica 1 DISRTRIBUCION PROPORCIONAL POR SEXO.




Tabla 1 DISTRIBUCION PROPORCIONAL DE LAS CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DE LAS
LAMINILLAS ANALIZADAS

FRECUENCIA %
DISMINUCION DE LA MUCINA HACIA LA BASE DE LAS CELULAS

AUSENTE 7 14

LEVE 33 66

MODERADA 9 18

INTENSA 1 2
TOTAL 50 100

ELONGACION DE CRIPTAS

AUSENTE 10 20

LEVE 23 46

MODERADA 14 23

INTENSA 3 6
TOTAL 50 100

NUCLEOS AUMENTADOS DE TAMARNO E HIPERCROMATICOS

AUSENTE 5 10

LEVE 29 58

MODERADA 15 30

INTENSA 1 2
TOTAL 50 100

SITUACION DEL NUCLEO

INFERIOR 45 90

TERCIO MEDIO 3 6

TERCIO SUPERIOR 2 4
TOTAL 50 100

MITOSIS SEGUN SU LOCALIZACION

INFERIOR 45 90

MEDIO 3 6

SUPERIOR 2 4
TOTAL 50 100

EXPRESION P53

<25% 31 62

26 —74% 10 20

75— 89% 2 10

>90% 4 8
TOTAL 50 100




Grafica 2 FRECUENCIA DE INDICADORES HISTOLOGICOS
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Tabla 2 CORRELACION DE LAS VARIABLES DE LA CALIFICACION HISTOLOGICA CON LA

PRESENCIA DE DISPLASIA

r P

Dlsmllnuaon de la mucina y dislocacidn hacia la base de 0.55 0.001
las células

Elongacidn de la criptas 0.14 0.30
Nucleos aumentados de tamafio e hipercromaticos 0.59 0.001
Situacidn del nicleo 0.70 0.001
Mitosis segun su localizacién en la cripta 0.36 0.010
Expresién de p53 0.52 0.001

Tabla 3 SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA CALIFICACION HISTOLOGICA PARA
DIAGNOSTICAR DISPLASIA EN PACIENTES CON CUCI.

SENSIBILIDAD | ESPECIFICIDAD
(%) (%)
ESCORE HISTOLOGICO PARA DIAGNOSTICO DE DISPLASIA 96 90
Disminucidn de mucina celular 80 89
Nucleos aumentados de tamafio e hipercromaticios 86 95
Situacién del nucleo y mitosis segln su localizacion 82 90




Figura 1 Imagen histolégica a 40X de un paciente con CUCI. La flecha indica disminucién de la
mucina y la cabeza de fecha nucleos aumentados de tamafio.

Figura 2 Imagen histolégica a 10X de un paciente con CUCI. Las flechas indica la elongacién de
las criptas.
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Figura 3 Imagen histoldgica a 40X de un paciente con CUCI. Las flechas indican la situacion
basal del ntcleo en la célula y su elongacién.

Figura 5 Imagen histoldgica a 40X de un paciente con CUCI. La flecha indica célula en mitosis
en las criptas.

11



Figura 6 Imagen de inmunohistoquimica (10x) en donde se observa en color café ocre la
expresion del gen p53 en CUCI.
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DISCUSION

El cancer de colon es una patologia con prondstico de sobrevida pobre, por lo que es
indispensable la deteccién de lesiones precursoras. Dentro de estas Ultimas hay diferentes
publicaciones que indican algunas alteraciones celulares como caracteristicas aisladas de esta
patologia, también se han observando variabilidad interpretativa entre patdlogos
evaluadores (22). Para unificar criterios diagndsticos de displasia o cancer incipiente de colon
en pacientes con CUCI proponemos un a calificacion histopatoldgico que involucra las
principales caracteristicas morfoldgicas cominmente asociadas con la presencia de displasia y
que pueda ser reproducible.

Los hallazgos de nuestro estudio mostraron alta sensibilidad (96%) y especificidad (90%) de la
calificacion histopatoldgica para diagnosticar displasia con un puntaje mayor de 6, destacando
la disminucién de mucina celular, nicleos aumentados de tamafio e hipercromaticos, situacidon
del nucleo y mitosis segln su localizacién, con asociaciones significativas y sensibilidad y
especificidad también altas. Tabla 2y 3 En base a estos hallazgos, podemos considerar que es de
gran utilidad la aplicaciéon de la calificacidn histopatoldgica de displasia en nuestra poblacién y
es recomendable e importante determinar su utilidad en otros grupos de pacientes en
diferentes instituciones de salud.

Por otro lado, diferentes publicaciones informan sobre una fuerte asociacion de displasia con
la alteracion del gen p53 en pacientes con CUCI. Nuestros hallazgos mostraron una asociacion
significativa entre la identificacion del gen con la presencia de displasia en la poblacién
estudiada, sugiriendo que la asociacién de las caracteristicas histopatoldgicas incluidas en esta
calificacion influyen importantemente en la cuantificacién total para establecer la presencia de
displasia. Tabla 2

El analisis individual de las caracteristicas histoldgicas de las células mostré la situacion del
nucleo como mas representativa, con asociacién muy importante vy significativa (r=0.70
p<0.001), seguida por el tamafio e hipercromia de los nucleos (r=0.59 p<0.001), sugiriendo
que estas dos caracteristicas de la alteracion celular deben ser consideradas siempre por el
patdlogo dentro de la evaluacién de cortes histolégicos de pacientes con CUCI.

La fisiopatologia de esta enfermedad involucra también factores ambientales como
tabaquismo, intolerancia a las proteinas de la leche de vaca; factores dietéticos como el
consumo de margarina; inmunoldgicos, genéticos y otros factores como el consumo de
anticonceptivos orales, sin conocerse a la fecha la etiologia precisa de la enfermedad, sin
embargo, multiples investigaciones coinciden de que se trata de una alteracién de la mucosa
del coléon que desencadena un proceso inflamatorio intenso.(14-19 ). En el proceso
regenerativo de las lesiones se encuentran involucradas células troncales multipotenciales
localizadas hacia la base de las criptas, las cuales, en su acelerado proceso de activacion y
diferenciacion promueve alteraciones celulares, en su propia mecanica de diferenciacion y/o
en las células sanas adyacentes mediante un efecto paracrino, aunque esta hipdtesis suena
atractiva aun no se ha identificado como factor causal en las diferentes investigaciones
publicadas (19).
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Algunas de estas células caliciformes pueden ser distroficas en las que las gotitas de mucina
estan presentes en la base mas que en la porcién apical de la célula.

Las alteraciones histolégicas en el ntcleo, informadas en diferentes estudios y observadas en
nuestros hallazgos, que identifican la presencia de displasia obedecen al incremento excesivo
en el DNA y pérdida de su polaridad, indicando que las células permanecen en divisién celular
descontrolada (12,17).

Por otro lado, se conoce que la expresion del gen p53 localizado en el cromosoma 17 actua
como un supresor de apoptosis celular en el control del paso de la fase G1 a fase S del ciclo
celular, de tal manera que a mayor expresion del gen mayor riesgo de displasia. (20,21)

En suma, los hallazgos de este estudio indican una gran utilidad de la calificacidn histoldgica de
displasia, con elevada Sensibilidad y Especificidad para establecer diagndstico de displasia en
pacientes con CUCI, ademas de corroborar una asociacion significativa de la expresion del gen
p53 con la presencia de displasia y esta ultima con las alteraciones histoldgicas contempladas
en la calificacion.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Los hallazgos de nuestro estudio aun deben ser validados con otras investigaciones en
poblaciéon atendida en otras instituciones de salud aplicando lo propuesto para poder
determinar su reproducibilidad y utilidad. El objeto de tener una mejor herramienta
diagnodstica facil y accesible para el diagnéstico  histoldgico de displasia en biopsias de
pacientes con CUCI. Ademas el estudio se puede ampliar en muestras de pacientes con mayor
tiempo de evolucidn y verificar su aplicabilidad en la displasia de alto grado, pues
practicamente todos los casos incluidos en este estudio mostraron displasia de bajo grado.
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CONCLUSIONES

La calificacidn histoldgica propuesta para identificar displasia en pacientes con CUCI tiene alta
sensibilidad y especificidad.

Las alteraciones celulares observadas en pacientes con CUCI con una calificacion mayor de 6
puntos tienen una asociacién importante y significativa con la presencia de displasia.

Este estudio da pié para ser ampliado con la revision de la informacion clinica para
correlacionar grado de displasia (calificacion) y tiempo de evolucién de la enfermedad
inflamatoria crénica del colon.
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CORRELACION CLINICA

Num. de Edad Datos Clinicos Puntos
Quirurgico
Q-09-1675, 61 CUCl en fase activa con atipia. 9,8
Q-09-2985,
Q-09-1750 73 CUCI en fase activa de 9 afios de 11
evolucion.
Q-09-2324, 44 Pancolitis de 2 afios de evoluciény 6y7
pseudopolipos por endoscopia.
Q-09-2055
Q-09-2978, 39 CUCI de 3 afios de evolucion. 7,7y
Q-08-9130 8
Q-08-9283.
Q-08-594 57 CUCI atresia de vias biliares, cirrosis 7
biliar primaria, pancolitis
Q-08-7361 67 CUCI con cambios degenerativos del 6
epitelio, DM |, radioterapia
secundaria a CACU hace 30 afios,
CUCI con mala evolucion.
Q-09-3068, 61 CUCI con atipia epitelial moderada, 7,8y
Q-08-7567, CUCI activa grave, colectomia, 9
Q-08-8663 antecedente de colangitis
esclerosante.
Q-08-8758, 53 CUCI en fase de resolucion, DM II, 8y7
Q-08-1905 con mejoria clinica.
Q-07-2330 27 Pancolitis, PO colectomia secundaria 8
a abdomen agudo por oclusidn
intestinal.
Q-06-1808 56 CUCI de 8 afios de evolucidn.
Q-06-4210 52 CUCl inactiva con antecedente de
LNH B con 8 ciclos de quimioterapia
en el 2005.
Q-06-6784 15 Pancolitis con mejoria. 12
Q-05-8534 68 CUCI con pélipo adenomatoso. 8

De los 20 casos con displasia segin nuestro indice histolégico 18 estan relacionados

clinicamente con mala evolucion.
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