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RESUMEN

Los pacientes con cancer de colon (CC) en estadios iniciales tienen un prondstico favorable. El
tratamiento con quimioterapia adyuvante es controversial y discutible; debido a ello, la necesidad de
identificar marcadores de prondstico adicionales para la estratificacion adecuada de los pacientes con
Adenocarcinoma de colon y recto que se beneficiarian de dicho tratamiento, por lo que se han
evaluado numerosos biomarcadores. En este contexto, el infiltrado inflamatorio de los tumores (TILs)
segun sus siglas en inglés, es un marcador prometedor en numerosos tumores.

Objetivo: Establecer el valor prondstico del infilirado linfocitario CD4+ y CD8+ en el adenocarcinoma
de colon y recto.

Materiales y métodos: Se realiz6 un estudio descriptivo, transversal, retrospectivo, en donde se
evaluaron 120 casos diagnosticados con carcinoma de colon y recto atendidos en el Servicio de
Tumores Mixtos, seccion digestivo del Instituto de Oncologia Dr. Miguel Pérez Carrefio, durante el
periodo del 2003 hasta 2018 y que fueron intervenidos quirdrgicamente. Se excluyeron 93 casos y se
incluyeron 11 casos extrahospitalario para un total de 38. Las muestras fueron sometidas a
Imnunohistoquimica (IHQ) para la determinacion del TILs.

Resultados: Solo se evidenciaron marcaje del infiltrado inflamatorio en 17 de 38 pacientes, esto se
mide de acuerdo al grado de infiltracién en porcentaje (%) y solo 8 presentaron recaidas; 3 fueron
hepaticas, 3 colon y 2 en regién perianal. En lo que corresponde a los TILs, solo 2 casos se
demostraron su presencia y fueron estos quienes tuvieron repuesta al tratamiento de rescate a
diferencia del resto que no la presentaron y fallecieron.

Conclusion: El presente estudio muestra que la expresion de los TILs (CD4+-CD8+) se correlaciona

con bajo indice de recaidas y metastasis asi como mayor indice libre de enfermedad (ILE), apoyado
por el valor de los resultados obtenidos en otros estudios con mayor nimero de muestras.

Palabras clave: Adenocarcinoma colorectal, linfocitos T, linfocitos infiltrantes tumorales.
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ABSTRACT

Patients with early-stage colon cancer (CC) have a favorable prognosis. Treatment with adjuvant
chemotherapy is controversial and debatable. Due to this, the need to identify additional prognostic
markers for the adequate stratification of patients with Adenocarcinoma of the colon and rectum who
would benefit from this treatment, for this reason numerous biomarkers have been evaluated. In this
context, tumor inflammatory infiltrate (TIL) is a promising marker in numerous tumors.

Objective: To establish the prognostic value of CD4+ and CD8+ Ilymphocytic infilirate in
adenocarcinoma of the colon and rectum.

Materials and methods: A descriptive, cross-sectional, retrospective study was carried out, where 120
cases diagnosed with colon and rectal carcinoma were evaluated, treated in the Mixed Tumors Service,
digestive section of the Dr. Miguel Pérez Carrefio Institute of Oncology, during the period from 2003 to
2018 and who underwent surgery. 93 cases were excluded and 11 out-of-hospital cases were included.
The samples were subjected to Imnunohistochemistry (IHC) for the determination of TILs.

Results: Marking of the inflammatory infiltrate was only evidenced in 17 of 38 patients, this is measured
according to the degree of infiltration in percentage (%) and only 8 presented relapses; 3 were liver, 3
colon and 2 in the perianal region. In what corresponds to the TILs, only 2 cases were demonstrated its
presence and it was these who had a response to rescue treatment, unlike the rest who did not present
it and died.

Conclusion: The present study shows that the expression of TILs (CD4+-CD8+) is correlated with a

low rate of relapses and metastasis and a higher disease-free interval (ILE), supported by the value of
the results obtained in other studies with a greater number of samples.

Key words: Colorectal adenocarcinoma, T limphocytes, tumor infiltrating lymphocytes
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INTRODUCCION

Los pacientes con cancer de colon (CC) en estadios iniciales tienen un
pronéstico favorable, con una supervivencia general (SG) a los 5 afios de
70% a 80% unicamente con tratamiento quirurgico; en contraste con estadios
avanzado cuyo prondstico es desfavorable. El tratamiento con quimioterapia
adyuvante es controversial y discutible, (1) las guias actuales vigentes tanto
de American Society of clinical Oncology (ASCO) como de European Society
for Medical Oncology (ESMO) no recomiendan la quimioterapia adyuvante de
rutina, su empleo, debe estar limitado a pacientes con alto riesgo de
recurrencia (1,2); sin embargo, los factores de riesgo definidos hasta los
momentos, son insuficientes para la seleccion ideal de aquellos pacientes
que se beneficiarian del tratamiento con quimioterapia adyuvante (4). Debido
a la necesidad de identificacion de marcadores de prondstico adicionales
para la estratificacion adecuada de los pacientes con Adenocarcinoma (ADC)
de colon y recto (CCR), se han evaluado numerosos biomarcadores (5). En
este contexto, el infiltrado inflamatorio de los tumores (TILs) segun sus siglas

en inglés, es un marcador prometedor en numerosos tumores (6).

Hasta ahora, la clasificacibn TNM es considerada el sistema mas valioso
para la estratificacion de riesgo de estos pacientes, y los TlLs se han
propuesto como un componente para la clasificacion de carcinomas de colon
y recto. Adicionalmente los TlLs han sido investigados en diversos entornos
en CCR, pero la mayoria de los estudios incluyen poblaciones heterogéneas
con CC.



El tratamiento del CC es basicamente quirurgico, pero es conocido que la
radioterapia en los casos que se utiliza como Neoadyuvante, disminuye el
numero de linfocitos CD3 asi como CD8 razdn por la cual se convierten en

un marcador potencialmente valioso (24).

Para facilitar la interpretacion de los TILs como biomarcador clinico en CCR,
se ha propuesto un sistema de inmunoanalisis, en el cual, se identifican y
cuantifican dos poblaciones de linfocitos T en dos areas diferentes del tumor,
definidas como frente central y el invasor. Los TlLs consisten principalmente
en células inflamatorias mononucleares, especificamente linfocitos T (CD3+)
y un subgrupo de células T citotdéxicas (CD8+) que tienen la capacidad de

interactuar con las células diana (5).

Algunos estudios han demostrado la asociacion entre la presencia de
linfocitos T CD3+ y CD8+ en CCR con evolucion de la enfermedad
(sobrevida global e intervalo libre de enfermedad) (8). Sin embargo, el valor
pronostico CD4+ y CD8+ en los pacientes con CC sigue siendo en gran parte
desconocida. Debido a esto, el objetivo del presente proyecto es evaluar el
impacto prondstico de la presencia de linfocitos T CD4+ y CD8+ en pacientes

con carcinoma de colon y recto.



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General:

Establecer el valor pronostico del infiltrado linfocitario CD4+ y CD8+ en el

adenocarcinoma de colon y recto en el IOMPC de Valencia entre el 2003 y

2018.

Objetivos especificos:

1. Identificar los pacientes, segun grupo etario, sexo, histologia y estadio
clinico, con adenocarcinoma colon y recto desde 15 de enero del 2003
hasta el 16 de diciembre del 2018 en Servicio de Tumores Mixtos del
IOMPC.

2. Correlacionar la presencia de linfocitos T CD4+ y CD8+ con las variables
clinico/patoldgicas.

3. Evaluar la presencia de linfocitos T CD4+ y CD8+ como predictores de
recaida y metastasis en los pacientes.

4. Identificar la presencia de linfocitos T CD4+ y CD8+ como predictores de

mortalidad.
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MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio descriptivo, retrospectivo, en donde se evaluaron 131
historias con diagnostico de carcinoma de colon y recto atendidos en el
Servicio de Tumores Mixtos Seccion Digestivo del Instituto de Oncologia Dr.
Miguel Pérez Carrefio desde enero del 2003 hasta diciembre del 2018 y que
fueron intervenidos quirdrgicamente.

Los pacientes tuvieron un seguimiento en la consulta entre 24 a 60 meses
aproximadamente.

Se establecieron los siguientes criterios en el estudio:

Criterios de inclusion:

a) Pacientes adultos (mayores de 18 afos de edad) que ingresaron en el
IOMPC fueron sometidos a cirugia electiva y cuyas biopsias definitivas
fueron procesadas en la institucion (IOMPC).

b) Disponibilidad de las preparaciones histolégicas y bloques de parafina

respectivos en el archivo del Servicio de Anatomia Patologica del IOMPC.

Criterios de exclusion:

a) Pacientes menores a 18 anos de edad, que presentaron cancer de colon
y recto complicado (oclusion completa, perforacion o hemorragia) y quienes
fueron intervenidos de forma urgente o presentaban un proceso infeccioso de
colon o de otra localizacién.

b) Casos en los cuales no hubo disponibilidad de los bloques de parafina.

Se revisaron un total de 120 historias en el servicio durante ese periodo
donde solo 27 cumplieron con los criterios de inclusién. Se excluyeron 93

historias por no cumplir con los criterios antes mencionados, este grupo
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estaba conformado por: 22 historias tenian muestras danadas o extraviadas
y 71 se procesaron fuera de la institucidon sin poder obtener material de
muestra. En vista de la muestra escasa, se incluyeron 11 historias no
pertenecientes al IOMPC. En estos pacientes, se obtuvo acceso a la
informacion pertinente incluyendo historias, laminas y bloques de parafina,
los cuales fueron revisados por el mismo patdlogo encargado de la revisidon

de todas las muestras.

Este estudio se efectud con la aprobacién de la Subdireccion médica y de la
Comision de Investigacion del Instituto de Oncologia Dr. “Miguel Pérez
Carrefio” siguiendo las normas de Bioética y Bioseguridad del Ministerio del
Poder Popular para Ciencia, Tecnologia e Industrias Intermedias y Fondo
Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacién (Manual del 2008) asi como
Proyecto De Reglamento De La Comision Permanente De Bioética Y
Bioseguridad De La Universidad De Carabobo (CPBB-UC). Segun el manual
del 2008, la realizacion de pruebas clinicas en muestras tomadas no requiere
la firma de un consentimiento informado (CI) especifico, esto aplica a los
bloques de parafina, siempre que no se obtenga un beneficio econémico.

Seguidamente se procedid a la descripcidon de las variables clinico -
patolégicas representadas por: sexo, edad, localizacion del tumor, tipo
histolégico, estadio e ILE. Por otra parte, se cuantificaron los linfocitos

presentes en las muestras de tumores y se analizd la expresién por
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inmunohistoquimica de CD4+ y CD8+ en los linfocitos. Se relacionaron los

resultados con las variables clinicopatoldgicas asi como la evolucion.

CONSTRUCCION DE MATRICES DE TEJIDO (TISSUE MICROARRAY).

En el Centro de Investigaciones Médicas y Biotecnoldgicas de la Universidad
de Carabobo (CIMBUC) de Valencia, Estado Carabobo, se preparé un
bloque de parafina, se obtuvieron secciones histolégicas de 4 ym de espesor
que posteriormente se tifleron con hematoxilina-eosina. Asimismo, se
revisaron las preparaciones histologicas y se seleccioné cuidadosamente las
zonas con tumor; marcando esas mismas areas en el bloque de parafina;
posteriormente, se tomé muestra del tumor y se prepararon las matrices de
tejido (tissue arrays, TMA).

Se prepard un bloque receptor o bloque unicamente de parafina, de un
tamano aproximado de 5 x 4 cm. La serie completa de bloques donantes se
incluyé en un bloque receptor. En cada tumor se seleccionaron dos zonas
diferentes en el bloque de tejido (donante). Se establecio el orden de estos
bloques en una plantilla que sirvié después para su lectura en el microscopio.
El procedimiento consta de dos agujas de distintos calibres con lo que se
realiza el troquelado de los bloques: a) con la aguja de 25 G se extrae un
cilindro de parafina del bloque receptor dejando el espacio donde se
introducen los cilindros obtenidos de los bloques donantes; b) con la aguja de
23 G se obtiene el cilindro con el material de la zona marcada del bloque

donante que se introduce en el bloque receptor. Para asegurar la zona
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elegida para el estudio se realizé un duplicado de la plantilla en el mismo
bloque, obteniéndose asi dos cilindros de 1 mm de diametro de cada caso
(Figura 1).

Figura 1. Representacion esquematica de la construccion de matrices de

tejidos (25).

=

Se identifica y marca el drea lumnr:l de 'I-\/.
interés en la preparar_lén histoldgica M f

e

Se marca el drea tumoral
carrespondiente en el blogue Ensamblaje de matriz de tejidos. Se extrae un segmento de
de parafina tejido del blogue donante y se inserta en el blogque receptor

Una vez terminado el proceso de troquelado, se introdujo el nuevo bloque en
la estufa a una temperatura de 45° durante 5 minutos, para que la parafina de
los cilindros y del bloque receptor se amolde y la superficie se alise. Los
cortes de los bloques se realizaron de 4 ym en un micrétomo de rotacion
(Microm HM350S) en cristales tratados con Poli-L-Lysina para evitar el
desprendimiento de los cortes y se introdujeron durante 30 minutos a 65° en
estufa para secarlos. Se construyeron 2 bloques con 38 casos; cada cilindro
de los TMA fue analizado en dos ocasiones y los datos recogidos se
anotaron en tablas disefiadas para tal fin. Se consideré6 como valor definitivo

el promedio de las observaciones.
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INMUNOHISTOQUIMICA:

Se utilizaron los anticuerpos monoclonales primarios de raton M7310 clon
4B12, de Dako® a una dilucion 1:80 para la deteccion inmunohistoquimica de
la proteina CD4, de ratén M7103 clon C8/144B, de Dako® a una dilucion
1:100 para la deteccion inmunohistoquimica de la proteina CD8. Se
consideré como positivo la coloracién marrén dorado y citoplasmatica y de
membrana. Se realizaron cortes histolégicos de 4 micras de espesor
obtenidos de la TMA. La recuperacion antigénica se efectud en el Isotemp
Water Bath (modelo Isotemp 205, Fisher Scientific®) con un tampén Tris-
EDTA (10 mM Tris-Base, 1 mM EDTA, 0,05% Tween 20, pH 9,0) a 95°C
durante 40 minutos. Seguidamente, los cortes se lavaron en agua destilada y
a continuacién en tampon Tris-HCI (50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 0,05%
Tween 20, pH 7,6) a temperatura ambiente. El bloqueo de la peroxidasa
endogena se realizd colocando 1 gota de perdxido de hidrogeno al 3% en

metanol por 10 minutos, seguido de 3 lavados en tampon Tris-HCI.

Consecutivamente, se efectud la incubacion con el anticuerpo primario por 1
hora en camara humeda a temperatura ambiente. Las muestras se lavaron
en tampon Tris-HCI y se afadioé el anticuerpo secundario (Envision, Dako)
durante 30 minutos en las mismas condiciones del paso anterior.
Posteriormente, las muestras se lavaron en tampon Tris-HCI y se revelaron
mediante la aplicacion del cromoégeno diaminobencidina (0,05%

tetrahidrocloruro de diaminobencidina, 50 mM Tris-HCI, pH 7,4) durante 5



15

minutos. Con el fin de visualizar los nucleos, se efectud la tinciéon nuclear con
hematoxilina. Por ultimo, se realizé la deshidratacion de los cortes con
alcohol isopropilico en concentracion creciente (70, 95 y 100%) y luego en
xilol. EI montaje de los cortes se realizd con resina sintética (DPX), para su
visualizacion posterior en el microscopio O6ptico (marca Nikkon Modelo

Eclipse E200)

Se utiliz6 como control positivo del método inmunohistoquimico un corte de

ganglio linfatico.

Los linfocitos fueron identificados en el frente tumoral de
adenocarcinomas, tanto de brotes como en islas tumorales las cuales fueron
incluidas en los TMA, por cuantificacion manual de los linfocitos en el area
correspondiente de 1 mm? en los cortes coloreados con Hematoxilina y
Eosina. Se incluyeron linfocitos tanto en el epitelio tumoral como en el
estroma peritumoral. Se excluyeron artefactos tales como pliegues,
hendiduras, moco y mucina.

Se realizé el mismo procedimiento para los linfocitos CD4+ y CD8+,

cuantificandose su densidad de forma manual por milimetro cuadrado.

Los datos fueron registrados mediante el programa Microsoft Office
Excel 2019 y fueron procesados para el analisis estadistico de las variables
estudiadas usando el paquete estadistico (Statistical Package for Social

Sciences) version 22.0 para Windows. En la descripcion de la informacion se
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usaron porcentajes, promedios y desviaciones estandar; asimismo, para la
determinacién de la asociacion y anadlisis de la expresion por

inmunohistoquimica de los 2 biomarcadores (CD4+ y CD8+).

RESULTADOS

Caracteristicas de las muestras.

Se describen en el Tabla 1. Los pacientes (N=38) estudiados se distribuyeron
segun el sexo en 15 mujeres (38%) y 23 hombres (61%), con edades
comprendidas entre 18 y 86 afos y una media de 54.6 afos. Se encontro
que el 84,2% (32) fueron diagnosticados con ADC. Los tumores estudiados
fueron encontrados mas frecuentemente en colon derecho (52.6%), seguido
del colon izquierdo (31.6%). Segun el estadio, los mas frecuentes fueron el
estadio IIA con 12 casos (31,58%) y el estadio I1IB con 11 casos (28.95%). El

seguimiento promedio fue de 60 meses aproximadamente.

Analisis de subgrupos

Del total de 22 muestra que marcaron TILS/CD4, 15 (87,3%) presentaron

positividad y 3 (16,7%) resultaron negativas. Para el marcador CD8 (N=22)

15 (78,9%) tuvieron resultados positivo y 4 (21,1%) negativas.

Linfocitos infiltrante en el tumor

Se midié de acuerdo al grado de infiltracibn medido en porcentaje (%), se

consideré negativo si éste se mostraba por debajo de 30% y positivo por
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encima de este valor, tanto para CD4+ como para CD8+. Se agruparon las
muestras segun:

Edad: menor a 52 afos y mayor a 52 afos.

1. En individuos sin otros factores predisponentes, el riesgo de presentar
CCR antes de los 40 afios es muy bajo, siendo practicamente todos los
casos diagnosticados a esta edad atribuibles a los sindromes hereditarios. A
partir de los 50 afos el riesgo aumenta progresivamente, duplicandose la
incidencia con cada década alcanzando el pico de maximo riesgo entre los
70-74 anos (24).

2. Patrén histologico: ADC bien, moderado y mal diferenciado.

Subconjunto de linfocitos CD4+

- Los TILs se encontraron en 7 casos en menores de 50 afos y 7 en
mayores de 50 afos (cuadro 2).

- Segun el patron histologico (cuadro 4), 87,5% reportaron positivo para
ADC, donde se encontroé que el grado de diferenciacion se distribuyo
en6G1,5G2y1G3.

- Segun el estadio se dividieron de la siguiente manera: 5 casos en St
lIA, 2 en StllIA, 5en StllIB,1en StllICy1en StIV (cuadro 6).

- En cuanto al intervalo libre de enfermedad (ILE) (cuadro 8): 6 casos

menor a 5 afos y 3 presentaron mayor a 5 afios.

Subconjunto de linfocitos CD8+:

- Los linfocitos CD8+ se encontraron 6 casos (40%) menores de 52

afnos y 9 en mayores de 52 (60%) (cuadro 3).
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- El patrén histolégico (cuadro 5), 86,7% (13) reportaron positivo para
ADC. De acuerdo al grado de diferenciacion; 8 G1,4 G2y 1 G3.

- Segun el estadio se dividieron de la siguiente manera; 1 caso en St |,
7 casos en St 1A, 2 en St llIA, 4 en St llIBy 1 en St llIC (cuadro 7).
Siendo los mas frecuentes el St IIA que representa el 36.8%, seguido
del St IlIB con un 31.6%.

- Intervalo libre de enfermedad (cuadro 9): 7 casos con un ILE menor a

5 anos y 3 presentaron un ILE mayor a 5 afios.

Relacion entre TILs, progresién y mortalidad:

Como se puede observar de 38 casos, solo 8 presentaron recaidas, de los
cuales 3 fueron hepaticas, 3 en colon y 2 en region perianal. En lo que
corresponde a los TILs, de estos 8 casos en 2 se demostrd la presencia y
fueron estos los que tuvieron repuesta al tratamiento de rescate

(Quimioterapia) a diferencia del resto y fallecieron.

DISCUSION

El Cancer de Colon y Recto es una entidad patologica que afecta
significativamente a la poblacién y que hasta nuestros dias, a pesar del
desarrollo tecnolégico, la implementacion de nuevas terapéuticas y el avance
farmacolégico esto no siempre se traduce en una mejora en la calidad de

vida del paciente, alcanzandose incluso altos indices de mortalidad.
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El CCR a nivel mundial es una de las entidades neoplasicas mas importantes
y afecta tanto a paises desarrollados como subdesarrollado, hoy en dia su
evolucion depende de multiples factores prondsticos muchos ya conocidos y

otros en estudio (7).

Aunque se ha reconocido desde hace mucho tiempo que la contextura
inmune juega un papel vital en la iniciacién y el desarrollo del tumor (20),
estos conocimientos no han tenido un impacto significativo en la aplicacion
clinica de rutina. La infiltracién de células T CD3+ y CD8 + se informd como
marcadores predictivos positivos de supervivencia en pacientes con CCR (8,
9). En este estudio se analizé la importancia del TILs identificados en el
estudio histopatoldgico para establecer el valor prondstico de los TILs CD4+
y CD8+ en pacientes con cancer de colon y recto y correlacionarlo con las

caracteristicas anatomopatologicas, proporcionado por estos marcadores.

El CD4 es una glucoproteina de 55 kDa con cinco dominios externos de tipo
inmunoglobulina, un dominio transmembrana y un dominio intracelular
altamente conservado. CD4 actua como correceptor en la activacién de las
células T inducida por antigeno restringida por el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase Il y puede incrementar la adhesién

celular (15).

El CD8 es una glucoproteina transmembrana con una masa molecular de 68
kDa. Se expresa como un heterodimero unido por puentes disulfuro que
comprende una cadena a de 32-34 kDa y una cadena B de 30-32 kDa, o
como un homodimero que comprende dos cadenas a. Tanto la CD8a como
la CD8p tienen un dominio variable de inmunoglobulina tipico, de tipo region,

en una porcion extracelular N-terminal, que las convierte en miembros de la



20

superfamilia de los genes de la inmunoglobulina. La CD8 se expresa
principalmente como el heterodimero a8 en la mayoria de los timocitos y en
las células T supresoras/citotoxicas maduras restringidas por el complejo
mayor de histocompatibilidad de clase |. Una proporcion de células T yd y NK

expresan la CD8 como homodimero aa (16).

Se encontré coincidencias en la literatura con los resultados de las
caracteristicas clinico-patologicas reportadas en esta investigacion, donde se
refiere que TILs representan un factor prondstico favorable en pacientes con
CCR independientemente el estadio, pero nuestra data no es lo

suficientemente grande para hacer una comparacion.

Sin embargo existen analisis que agrupan una amplia recopilacion de
estudios que sugieren que los recuentos de TIL generalizados altos y la
densidad de células T CD4+ tienen la asociacion mas fuerte con el beneficio
de supervivencia para los pacientes en comparacion con los recuentos de
TILs generalizados bajos y la densidad de células T CD4+ en lo que respecta
a la supervivencia libre de enfermedad (SLE) y sobrevida global (SG). En
nuestro estudio 8 presentaron progresion del cual 6 carentes de TILs
fallecieron mientras que el resto (2) actualmente estan vivos, dando como

resultado que el Infiltrado inflamatoria favorece en la SG.

El efecto del sistema inmunolégico en el CCR todavia se esta dilucidando, ya
que varios estudios prospectivos y retrospectivos demuestran que una sélida
inmunidad antitumoral se asocia con un prondstico favorable en pacientes
con CCR.

Las dificultades institucionales, se tradujeron en un numero
insospechadamente pequeno de la muestra, lo cual hace practicamente

imposible cumplir con los objetivos planteados. Nuestro estudio no
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demuestra que la densidad de los TILs generalizada se traduzca en un
biomarcador de supervivencia en pacientes con cancer colon y recto. Sin
embargo los resultados descriptivos sugieren, semejante a lo observado en
otras investigaciones la asociacion de los TILs con una mayor supervivencia
(10). En este estudio pudiéramos incluir la adicion de grandes estudios
retrospectivos de Rozek et al (11) y Sinicrope et al (12), que incluyé a 2.369
pacientes y 2.293 pacientes respectivamente, lo que agrega mayor precision
y generalizacion al reconocimiento de que los TILs confieren una ventaja
pronostica con una probabilidad maxima de HR = 0,65 para la supervivencia

general.

Numerosos estudios han destacado recientemente los efectos del
microambiente inmunologico sobre la tumorogénesis, el desarrollo y la
metastasis del cancer (17). De hecho, se demostro que la evaluacion del
enriquecimiento de los TILs es un importante papel complementario del
sistema de estadificacion TNM para la prediccion de recaidas y mortalidad en
CCR (18, 19). Estudios detectaron TILs mediante micromatrices de tejido,
mientras que otros utilizaron secciones histologicas completas. Estas
diferencias podrian ser responsables de la variabilidad para alcanzar un
método estandarizado de evaluacion TILs. Galony col. junto con otros
grupos, incluidos Robinset al (13) estan haciendo esfuerzos para desarrollar
métodos estandarizados para evaluar TlLs con el fin de mejorar la
consistencia y reproducibilidad de las mediciones de los TILs para futuros
estudios de diagnéstico, sin embargo, estas técnicas no se han adaptado lo
suficiente como para resumir con metaanalisis de estos enfoques especificos
(14). Dado nuestros resultados y la extensa literatura que demuestra el
infiltrado de células inmunes intratumorales como un indicador prondstico
altamente informativo, se justifica un estudio, con una muestra significativa,

con el objetivo de obtener resultados que confieran validez.
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Si bien son cierto los canceres de recto se someten a un algoritmo de
tratamiento diferente en el entorno curativo que puede, ademas de sus
diferencias biologicas con los canceres de colon, confundir la interpretacion
de estos estudios correlativos. Un estudio publicado en el 2014 por
STEPHANIE H. LIMy Col donde evaluaron el efecto de la quimiorradiacion
Neoadyuvante sobre los TILs en de Ca Recto avanzado. El estudio demostro
que los recuentos de linfocitos CD3+ aumentan con |la
quimiorradioterapia. Los datos también sugieren que el subconjunto de CD8+
es probablemente responsable de este aumento, que es evidente después
de la quimiorradioterapia de larga duracion. Este aumento de CD8+ también
parece correlacionarse con la regresion del tumor. Esto concuerda con
estudios que han demostrado que las células T CD4+ y CD8+ se
correlacionan significativamente con el grado histologico después de la
quimiorradioterapia y con la respuesta completa después del tratamiento
(21). El grupo de trabajo de la iniciativa IMMUNOSCORE actualmente busca
incorporar la puntuacion de la respuesta inmune del huésped en sistema de
estadificacion TNM, basandose en la creencia de que la progresion del tumor
no es un proceso autébnomo de las células (23). Esta puntuacion se basa en
CD3+ y CD8+. Un estudio reciente en cancer de recto que utiliza esta
puntuacion inmunolégica ha demostrado que las puntuaciones altas de CD3+
y CD8+ en muestras quirdrgicas no tratadas se asociaron con un ILE
superior y una SG (22). También encontraron que los recuentos de CD3+ y
CD8+ eran mas altos en las muestras de biopsia de un grupo separado de 55

pacientes que respondieron al tratamiento neoadyuvante.
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CONCLUSIONES

La evaluacion inmunohistoquimica de la expresion de CD4+ - CD8+ en CCR,
el tamafno de la muestra no nos permitidé evidenciar que hubo asociacion

significativa con recaida y metastasis.

En nuestro estudio 8 de 38 casos, presentaron recaidas y metastasis, de los
cuales solo 2 casos se evaluo la presencia de TlLs siendo estos positivos
donde respondieron de forma positiva al tratamiento de rescate por tanto

puede considerarse como factor prondstico favorable en relacion SG.

Se demostrdé que expresion de los TlLs (CD4+ - CD8+) se correlaciona con

bajo indice de recaidas y metastasis y mayor ILE.

En nuestra investigacion la expresion del infiltrado inflamatorio, con el fin de
dilucidar si estos se pueden usar como factor pronéstico en el
comportamiento de recaidas y metastasis en CCR no es posible ya que con

la poca muestra no se pudo realizar un cuadro comparativo.

El infiltrado inflamatorio se define como un facto prondstico favorable que

puede presagiar la evolucion del paciente con CCR.
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Recomendaciones

Promover estudios multiinstitucionales o] revisiones
sistematicas/metaanalisis, que permitan acumular una mayor cantidad de

casos relacionado con el tema.

Disefios de ensayos clinicos prospectivos pera la evaluacion de estos

biomarcadores en nuestro medio.

Divulgar resultados a través de publicaciones en revistas indexadas,
arbitradas; congresos u otros eventos que permitan el intercambio de

experiencias de la investigacion como actividad académica.

Por otro lado, explorar otros potenciales biomarcadores para explorar su

valor en la prediccion del curso clinico de la enfermedad.
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas basicas de pacientes con ADC
de CCR.



media rango frecuencia porcentaje

Edad 54,6 (18-86)
Sexo Femenino 15 39,5%
Masculino 23 60,5%
Ubicacion DERECHO 20 52,6%
IZQUIERDO 12 31,6%
RECTO BAJO 4 10,5%
RECTO MEDIO 2 5,3%
cD4 Negativo 3 16,7%
Positivo 15 87,3%
CD8 Negativo 4 21.1%
Positivo 15 78,9%
Histologia ADC 32 84,2%
CELULAS ANILLO 2 5,3%
MUCINOSO 4 10,5%
Grado 1 17 44, 7%
Diferenciacion 2 17 44,7%
3 4 10,5%
Invasion NA 2 5,3%
Linfatica NO 25 65,8%
N 11 28,9%
Invasion NA 2 5,3%
Vascular NO 29 76,3%
S| 7 18,4%
Invasion NA 2 5,3%
Perineural NO 35 92,1%
Sl 1 2,6%
pT NA 2 5,3%
T1 1 2,6%
T2 7 18,4%
T3 24 63,2%
T4A 3 7,9%
T4b 1 2,6%
pN 0 14 38,9%
1A 6 16,7%
1B 1 2,8%
2A 3 8,3%
2B 5 13,9%
1A 2 5,6%
Mx 1 2,8%
NA 3 8,3%
NO 1 2,8%
M NA 2 5,3%
NO 35 92,1%
Sl 1 2,6%
Estadio | 4 10,5%
1A 12 31,6%
1A 3 7,9%
1B 11 28,9%
1c 5 13,2%

I\ 3 7,9%
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Cuadro 1. Recuento segun el tipo histologico.

Tipo Histologico

ADC OTRO Total
Grupos etarios -52 13 4 17
+52 19 2 21
Total 32 6 38

(p<0.05 — No se encontr¢ correlacidn entre las variables)

Cuadro 3. Expresion TILS CD4 segun grupo etario.

EDAD (Agrupada)

-52 +52 Total
CD4 N Recuento 0 3 3
% 0,0% 100,0% 100,0%
B Recuento 7 7 14
% 50,0% 50,0% 100,0%
Total Recuento 7 10 17
% 41,2% 58,8% 100,0%

(p<0.05 — No se encontré correlacion entre las variables)

Cuadro 3. Expresion TILs CD8 segun grupo etario.

EDAD (Agrupada)

-52 +52 Total
CD8 N Recuento 1 2 3
% 33,3% 66,7% 100,0%
B Recuento 6 9 15
% 40,0% 60,0% 100,0%
Total Recuento 7 11 18
% 38,9% 61,1% 100,0%

(p<0.05 — No se encontr6 correlacion entre las variables)



Cuadro 4. Expresion de CD4 segun el tipo histolégico
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HIST
ADC OTRO Total

CD4 N Recuento 3 0 3
% 100,0% 0,0% 100,0%

P Recuento 12 2 14

% 85,7% 14,3% 100,0%

Total Recuento 15 2 17
% 88,2% 11,8% 100,0%

(p<0.05 — No se encontr¢ correlacion entre las variables)

Cuadro 5. Expresion de CD8 segun el tipo histologico.

HIST
ADC OTRO Total

CD8 N Recuento 3 0 3
% 100,0% 0,0% 100,0%

B Recuento 13 2 15

% 86,7% 13,3% 100,0%

Total Recuento 16 2 18
% 88,9% 11,1% 100,0%

(p<0.05 — No se encontré correlacion entre las variables)



Cuadro 6. Expresion y correlacion del CD4 segun el Estadio clinico.

ESTADIO
1A 1A 1B lc [\ Total
CD4 N Recuento 0 2 0 1 0 0 3
% 0,0% 66,7% 0,0% 33,3% 0,0% 0,0% 100,0%
P Recuento 1 5 2 5 1 1 15
% 6,7% 33,3% 13,3% 33,3% 6,7% 6,7% 100,0%
Total Recuento 1 7 2 6 1 1 18
% 56% 389% 11,1% 33,3% 5,6% 5,6% 100,0%

(p<0.05 — No se encontr6 correlacién entre las variables)

Cuadro 7. Expresion y correlacion del CD8 segun el Estadio clinico.

ESTADIO
I 1A A 1B Ic v Total
CD8 N Recuento 1 1 0 0 2 0 0 4
% 250% 250% 0,0% 0,0% 500% 0,0% 0,0% 100,0%
P Recuento 0 0 7 2 4 1 1 15
% 0,0% 0,0% 46,7% 13,3% 26,7% 6,7% 6,7% 100,0%
Total Recuento 1 1 7 2 6 1 1 19
% 53% 53% 36,8% 10,5% 31,6% 53% 53% 100,0%

(p<0.05 — No se encontr6 correlacion entre las variables)
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Cuadro 8 y 9. Correlacion del intervalo libre de enfermedad mayor o menor de 5
afios segun TILs CD4-CD8

Intervalo Libre de Enfermedad

Ba +5g Total
CD4 N Recuento 1 1 2
% 50,0% 50,0% 100,0%
P Recuenio ] 3 9
% 66,7T% 3.3% 100.0%
Totnl Recuento T 4 11
% 63,6% 36.4% 100.0%

(p<0.05 — No se encontr6 correlacién entre las variables)

-Ln «oa Total
ché N Recuento 1 1 2
T 50.0% 80.0% 100,0%
P Recuenio 7 a 0
e 70.0% 30,0% 100,0%
Total Recusnio a 4 12
% 68.7% 33.3% 100,0%

(p<0.05 — No se encontr6 correlacién entre las variables)



Figura 1. Especificaciones de CD4.

"Dako (¢

Monoclonal Mouse
Anti-Human CD4
Clone 4812

Mimero de catalogo M7310

Uso prewisto Para uso en diagndsioo in vivo.
Maonockral Mouse And-Human CO4, Clone 4812, es8i indicadn para su 10 en inmunohisioquimica {IHC). Este anticusmpo maroa ks
timociins y las ofiulas T cocperadoras (1) Los resuitados faciifan la dasiicackn de linkcmas de céluas grandes anaplsicas (2). La
mferpretacitn G e resufados de cualquier Snoibn, O sU ausenda, debe complementarse medanie esiudios mofoldgons oon
confoles adecuadcs y debe evaluaia un analomopabiiogo cualificado en o contexio de  histona dinica del paciente y de oiras
pruehas diagnisicas, Este anbouspo estd indoadn pard Su usD GeSpuls e realkrar of diagnosSoo primanc del fumar mediane
hisimpaiciogla convencional con Snciones histoquimicss na inmunaldgicas.

Fusumen y sxplicacitn CO4 & ura glucspeoieing de 55 kDa oon oneo dominkcs edemas de tips Pmanogicbuling, U Somink fAnsmemhana y . dominis
iriraceldar altamente consenado. CO4 achla como comecepion on la acivaciin de las oiulas T indudda por antigeno resiningida por el
MHC dt clase || y puide FCrementar | adnesion celdar (1], La mokoul CD4 tambsén actla como receplor para o vis de &
mmunodeliciercia humara en s oéulas Ty en ks monociosmacrifagas (£).

CD4 5 expresa duramie & desamollo de las ciulas T, pero no estd resente en |05 imocics inmaduros (3). Se capresa en las céidas
T cooperadoras, en aprodmadamente el B0-50% de los timocios madunos ¥ en 55-65% de las oflulas T periéricas maduras. Asimisma,
2523 presenie &n un Subtonjunio de células T SUPPESDRaS O CRoiCas. CO4 también Se exprosa en monocios/macrifagos, ciulas e
Langerhans y oras oéulas dendriicas, pero no S expresa en las células B (1)

CDd desempefia ura funcidn imporfante en & inmurofenotipado de Ios linkocios reacives, asl como en ke asiomas linfoprolferativos.
La mayoria de linfomas de cSulas T perfidnicas se dervan dd subgrupo de oulls T cooperadoras (1) Los anbouempos conira
CO4 también pusden fadlltar la dasfioacidn de mionsls fungoedes y infomas de ctulas T periénicas nespeciboos {3-5)

Consulte o documento de Dakn Generdi instuciions for immunohisfochemical Staming (Insinocoones geneakes para @ Hncidn
Inmunohisinquimical o ks insinscciones. del sistema de defeccidn de los peocedimienios de HC para: Principio del procedimienio,
Maierial necesario, pero no saminisindo, Amaceramisnis, Preparacion de las meesias, Procedimienio de fincidn, Coninol de calldad,
Salucitn de peobiemas, IniemrEtacon de 2 tneidn, Limitacdanes generaks.

Reactive suministrade Se suminisina anfcuspo de ritn monocional en forma liquida como sobrenadante de culive de ceUlas &n un tmpon gue contiene
proteina establzadana y 0,045 moll de azida stdoa
Lo 4812, ISotiod: 1961, kappa.

Conoeniracidn de 1961 de midn en mgit Corsule |a etiqueta del vial.

La conceniracitn de peoleina puede saniar de un lobe a oo, pero este cambio ro afecta a la dilicidn dptima de wso. B Slulo de cada
kot SB COMpara y ajsta mesdante un lobe de referenca para asequrar que e resulade de 13 toon inmunohisioguimic sea
DORGESIERE enine ok distingos oles.

Inmundgano Proleina recombiranie comespondiente al dominen extemo de ka mokéoula CO4.

Precaucionas 1. Para usoen dagnistios in wiro.

2 Para usuanos profesionales,

3. Este procuchs tontens azida stdica (Maby), n compusesin quimie altaments Sio0 Bn Su GMa pur. A 135 CONCEniAcones &
ka5 que skl presenie en el produdio, aunque no se dasifican como peligrosas, la azida sodica pusde reacconar con las caferias
de ploma y cobre, i que formand acumulaciones de azidas metllicas muy exploshas. Tras desechar el producto, abea o griio y
deje que salga abundanie agua par despejar as cafienas de cuslquier acumulacidn de azidas.

4.  Comocon cuaiquier products dervado de fuentes biokdgicas, deben utiizarse los procedimienios de manipulacion apropados.

5 Utlice &l equips de profeccidn personal adecuado para evitar o contacks con ios ojos v la plel

B Lasolucitn ro uliizada deb desecharse o aouendo a las normatias locales, naconales y de la LE.

AlmaCanamismo Amacéneid a una tempentura o 2 a B °"C. No debe ullzarse despus de la fscha de aducidad que apansce impresa en ¢ vial, S los
reactisos se almacenan en condiciones diferentes a las especificadas, & uswario debe comprobarias. No exisien signos evidenies que
Irquen nestabddad en este producto. For o tania, s coninoles posiive iy negaivg deterdn realzarse de manesa simukanea con las
muesiras de pacienie. 5 obsena Snoones inesperadas que no puedan airbuirse a las variaciones en los procedmienins de laboraioro
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Proparacion da las muestras

Procodimionto da tincksn

Ininpredacksn da la tncion

Caractoristicas do resulkados
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Comes de

El anbeuerpo s puede ulzar para 11 manackn de cores de feida §ados con fomal & incluidos en pamfina.

Se requiene o preTatamienio de los cores de ejidos desparafinados” con recuperaciin del epliopo inducida por cakor (HIER). =

obilienen resulados dplimos al prefraiar los iejoos medianie HIER con Dako En'ision FLEX Target Refrieval Solution, High pH {500}

i (" de cabiiogo: KBO0M).

Sg necomienda & prefrTiamienio de s corles O iepdo desparafinadas, on parafina y fados on formod com Dako PT Link. Para mas

delales, comule la Gula del ussanio de PT Link. Pam PT Lnk se deben aplicar os sipeenics pardmeinos: jemperatora de
;65 T immpsratona v Sempo O recupsraciin del epilopa: 97 °C para 20 {£1) minuios; enfriar @ B5 "C. Exraiga &

padila de poriaohjeios del mnguee FT & ininocueo los pofacbjeios. inmedatamenie en un bole o mngee (p. gf, PT Link Rinse Staiion,

n* de catdlogo PT108) que conlenga EnVision FLEX Wash Buffer (300, diuido y & temperatura ambiene (n” de catilogo MEOOT).

Deje los portachjeics en Wash Bubler duranie 1-5 minulos.

"Cories de iefde gn parafing: Como método alermadivo de preparacidn de una misesin, lanio la desparafinizacion como la nehidratacion

¥ PECUperacion del eplopo S pueden realizar en el FT Link con un procedimiento modficads. Corsule |as instrucdones en la Guia del

Lsario @& PT Link. Despuds gt fnalizadc ol procedimienio de Snoidn, se deben deshideaiar, Snjasgar ¥ montar 5 (omes usando un

miiodo de moniaje permanente.

No permita que Bs seociones de iejdo Se sequen durante & Talamienio i durame & procedicienio e Rckn inmunchis Dguimica

siguienie. Para una mejor sdanencn de oS cones de ieidos a s porisobjeios, S8 eoomeends & uso de Dake Slanized Sldes (0 de

catdlogo 53003)

Esias soio 50N pautas crientathas. Las condiciones oplimas pueden variar en funcion del tipo die muesita y del midoco de prepamacon y
deberdn ser vakdadas indvidualmenie en cada laboratono. El rendimienio de esie anSouepo debe ser esiablecido por parie del wsuaric
S 5 LIk CON CiCs Sistemas de inckn manual o platadonmas. auomatizadas.

Diucidn: Monockoral Moosse And-Human CO4, ndmero de cabiicgs MT310, poede uilizarse a un rango de dileckdn de 1:40-1:80 al
aplmrbmm‘lunmhdm en paradna y Tiados en doemol com una incubscidn de 20 minuics a Semperatura amblenie. Se
recomienda diluir & anticusrpo on EnVision FLEX Anbbody Diuent {n.® de catdogo MS006) o Dako Anlibody Dduent (n de
catdlogn 50809 El reacivo de confrol megatiie recomendaca es Dako Negairee Conirol, Mouse igG1 (n.® de mabilogo X0931), diuida
&N la Msma concentracién de g5 que & aPOSEED pIMana. & ments que se haya establesids (3 estabilidad del antiouepa v del
wmm“ﬂmmwumm S recomienda diuir esios reacivos inmediaamenis anles o SU USo0

nmﬁmmum:mmq.nmusmuumuupmu El tejicio e contrmi positn dekse induir 12 amigdalas
& higads y b5 oulssiesinuciuras deben MoSiar pabones o MEaccian como S describe para este ieido en “Caraderisticas o
resulados”.

Yisualizactn. Se recomienda Enéision FLEX, High pH, indmero de catilogo HS0OOMB0D) con una intubacion de 20 minuics a
temperaiura amienie. Siga o procedimienio comespondients al sisleTa o ssemas de visualmoon sEecConados.

Las ciélulas marcedas con &l anbouspd Mussinan una Snodn o membmana.

Tejidos nommales: En & amigdala, las odulas T cooperadonss, fanio NUMEMTSas ooms asladas, muesiran una rescoibn de tincidn de
moderada a fuerie. En e higado, las ofuls de Kupher y endoteliales dp 05 SinuSodes MUSSTan UNa reacoion e tincikdn de débi
moderada.

Tejidos andmaios: El anticuspo marnd 171 micoss fungoides. y 212 infomas de oHulas T periéncas. En un estudio en 75 pacienies
pediincos, el anticuspo mared 23051 infomas araplisicos de células gandes (Z).
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Figura 2. Especificaciones CD8.

(',Da ko Ce

Monoclonal Mouse
Antl-Hurnan CD8
Clone CEA44E

N.% de catdlogo MT103

Uz provists Pam uso dagndsicn in vitro.

Monodonal Mosse And-Human CDE, Clone CE1448, e58 indicada para SJ US0 &0 emunchistoquimica (HC).
El anSousrpo marma las céulas T clottwicasisupresoms. Los resulados faciitan la casificaciin de lnlomas de
oihdas T {1}y micosis fungoides (Z). La dasiicacidn diferencial 5o complemanta con los resultados de un parsd de
anbouerpos. La imlepretacion oe oS resulades. o cualqueer tinckn, oS0 auseno, debe complsmeniarse medanis
estudios oo oonirokes adeousdns y debe evaluara un arafomopabiiogs cualficado en &l conledn de
la histora dinica del paciente y de oiras pruebas dagnosiicas. Este anSouerpo £S5 indicado pam s uSo despues
de realizar o disgrdstioo primario del fumor mediants hislopaioicgia convercional con tincionss histoquimicas no
Inmuncidgicas.

Resumsn y explicacion La OD8 s una glecoproleing iersmembana con una masa molkeculsr de B8 KDa. e expresa Comd un
hetencdimeno unido por pusntes disuliuno gue comprende ura cadena o de 32-34 kDay una cadena fde 30-32 kDa,
o coma un homodimen: que comprende dos cadenas o. Tanlo & COBa como la COBf Senen un domiric variable
de inmunoglobulina tipico, de Spo regidn, &n una pocion eximosular H-terminal, gue las convieries en mismbeos. de
la superiamilia de los geres de la inmuroglobuina. La CDE se expresa prind palmente como el keferodimero of en
la maryoria de los timociios. v en las céiulas T supresorasioiotdoicas maduras restringidas por o complejo marpor de
histccompatbikdad de clase | Una proponckin de céldas T8 y MK espresan b 008 coma homodimero ac (3]
Corsule & dooumenic de Dako Generad Insinechons for immunohistochenical Sianing (Instrucciones. generales
para la Bnoidn inmunchistioquimica) o las instrunciones del sistema de defecoidn o los procedimienios de IHC para:
Principin df procedimientn, Malenal recesaric, pero no suminsiado, Almscenamiends, Freparacion oF s
muestras, Procedimienio de linodn, Confrol de calidsd, Solocin de problemas, Inierpretacidn de b Anoidn,
Limmacires generakes.

RadLtive Suministrase Anticuerpo monccional de mabin seministraco en forma liquida como sobeenadanie de ouive celular, dislizdo
conira 0,05 moll de Tis™CL pH 7.2, y con 15 mmaoll de HaM,.
Clgn: CAM£2E (1) [zplpo: IgE1, kappa.
Conceniaoon de 19 de rason: Corgule |3 etigusta del vial.
La corcentacion de profeina pusde variarde un lole a ofro, pero eshe cambio no afecia a la diluckn dpiima de uso.

El tiulo de cada lole se compana y ajusia mediante un lobe de relerenca par asesgurar que & resultado de la Snodn
INMunSFISIDIAITIca sea oorsshEnle entre oS, dishneos. otes.

Inmusndgano Pépiicdo sinkéfico omespondientes a los 13 amincdoidos C-lerminal del dominio ciloplasmatico de ka CDBa humana
unida & la troghobadiva (1),
Especificidad El aralisis SDS-FAGE de inmuroprecipiados ormados enime lisados de limlohiasioes T hamanos mansdos oon ']

y &l antiouerpo msesia reacoion principalmente con wn polipéptido de 32 kDa que cormesponce & la COBx (1)

Pracaucionas 1. Para wso disgndshico in witno.

2. Para usuaros prolesionales.

3. Este producio confens azida stdica (MaM3) un compuesic quimico allamente Wixico en su foma pur.
A las concentaciones en s que estd presenie en el produchn, aungue no se clasifican como peligrosas, la
azida sodica pusde rescoionar Con las caferias de plomo 'y cobre, 0 que keman acumulaciones. de aidas
metiioas muy explshas. mmnmmdmyupm:@mmm
despsar las cafierias de cualquier aoumulacion de andas

4. Al igual gque con cualuier produdo derfrado de fSoenfes biokdgicas, deberdn aploarse procedimisnios
adenmdos de marejo.

5. Utiios ol equipe de proteccidn personal adecuado pam eviar o contecio oon koS ofjos v la peel.

& La solucion no ullzada debe desectarse de aouerdd a las normathas locales, racionales y oe L UE.

Almacenamshc AlTacenar a una iemperatiora de 2 a8 °C. No debe ullizarse despuods o ljecha de caducidad que aparece impresa
enel vial, B oS reacivos. S almacenan bao condiciones distintes oe las especificadas, éstes deben sor veriicedss
por o usuan. Mo Edsien S sdisnies que ndquen restabiided e este prosucio. Por g tana, 1S controies
posEvo y negalivo deberin realizarse de manem simulbinea con las muesiras del paciente. S| chsena tinciones
Inesperadas gue no pesdan airibuirse & las vanaciones en s procedimienios de Bboraiono y S sospecha que
Exisie un problema con o anbouerpo, pongase &n comacio oon o Sendcio de assienda lemica de ODaka.

Proparacidn do la messtra  Corles de parafina Elrmmmlﬂummzmm:thjmmmnmyﬂaﬂumm
o fijdor de Bodin (1) ES recpiario & preiratamienio de oS ejidos desparafinimdos ooni
Inducida por caor. Para los lejidos Sjados en formaol, Mmmmmmmmmm
@ampén EDTA de 1 mmal, pH 9,0. Dbbendrd resuliados menos Spamas con Dako Targel Retrieval Saolution, n™ de
catdiogo 51700, o ampan oirabe de 10 mmoll, pH 6,0 El prefratamienin 0F Ios Sjidcs oon prossinass K results ser
Ineficar Mo permila gue s seociones. de iejdo se sequen duranie o Tratamienio ni duande el procedimienio de
tincidn immunchisioquimica siguisnie.
Cones congelados v EDArICONes de Celuls: El antcueips puede ULLZarse Dara Marsr s mwnes mwngeledos
fildos oon aceiona o las cremaraciones de ofhulas (1. Z1. El usuaro debe validar el orooedimisnto de inokdn.



Procedimiento da Gnoidn

Limitaciones especificas
dal products

Irtarprotacién de la tncldn

Caracieristicas da resultados

Estas s0l0 50N pastas onentaivas. Las condciones cpbimas: pusden vanar en funcion del tipo de mussina y del
miéiodo de preparacin y deberdn ser valdadas indvidualmente en cada labombono. El rendimienio de esie
anticuergss debe ser establecidn por parke disl usuario sl se uilm con olros sislemas de Hnoitn manual o platafommses.
autcmatizadas.

Dilucitin Morocional Mouse Ang-Human CDE, n" de catiiogo M7 103, puede ulilzarse 0on un rango de dilucion de
TER-1-100 al apicario en cores de amigdala humana en parafina y fijados en fomiod, con una recuperacin del
epilopo inducida por calor de 20 mirics en famgsdn Tris de 10 mmaol, fengdn EDTA de 1 mmoll, pH 9.0, y una
Inoubacicn de 30 a ranra con el aniicuerpo primario. Bl conirol negativo recomendaco e
Dako Mouse IgG1, n." de catilogo X0931, diuido a la misma oncerdracion de kgl de ralon gue o anicuerpa
primario. & mencs gue se haya establecdn la estabiidad del anticuerpe diluide y de control Regatvo en e

de tincidn propiamenie dicha, se recomienda dilur esios reactywees inmedatamenie anfes de Su o,
o bien diluiies con Dako Anlibody Dileerd, n." de cabilogs 50808

Conirod de calidad: Los tejidos de contol postiva y negativo, asi coma o reacivo de conirol negative, deberan
realizarse de maner simultdnea empleando & msmo protoooi gue pan b moesin del peciente.

Visualzacitn: Se recomienda Dako EnWision+ y los kis HRF, por gemplo, n' de catdloge K4005. Siga o
procedimienin inckide con o Mt de vissalizacion seecoionado.

Este anSouerpo marea la dicquenatina 15 rativa en dela ia die fcliculo ploso Fumaro v
un &rea aisiada de la capa basal de la cubleria exienor de @ ralz prixima a la unicn del misodo pllosrecion, sin
marcar & resio.del folloulo ploso (85

Las céules marcasdaes con o anficuerpo por b gereral maesian una tinckdo imitada a b membrana de b célada.

. Bl anbicuerpo marca las oéulss T oioldoasisapnesoras en las dreas de células T del bazo y la
amigdala, yumﬂnmmmwm Enlas béopsias colorectaies, & anbiomerpo manca
las céulas T civbdsess/sapeesoras en o recto, @ colon sigmoides, descendente, irarsverso, ¥ asmendente,
y &l chega [5).

Tejidos ancemales: En la micosis fungoides, &l anfouserpo CDE, junio con & anti-CO8, demosid una relacion
COM-C08 edevada en la epidermis companda con la proporciin en las lesiones inflamaiorias (23
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