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PALABRAS CLAVE Resumen
Carcinoma Introduccion y objetivos: El carcinoma colorrectal es la neoplasia maligna mas frecuente del
colorrectal; sistema digestivo. La patogenia del carcinoma colorrectal es compleja, en la que se encuentra
SOX9; la secuencia APC/B-catenina. Las metastasis a ganglios linfaticos son un indicador significativo
Inmunoexpresion; para determinar el tratamiento y son factor pronostico. La sobreexpresion de SOX9 se relaciona
Metastasis; con cualidades oncogénicas y capacidad de metastasis. El objetivo fue analizar la inmunoex-
Ganglios linfaticos presion de SOX9 en el carcinoma colorrectal primario y el estatus de metastasis a ganglios
linfaticos.

Material y métodos: Se dividieron 79 casos disponibles en los grupos con metastasis a ganglios
linfaticos (n=38) y sin metastasis a ganglios linfaticos (n=41), en los que se evaluo la expresion
de SOX9. Para el analisis estadistico se utilizo el programa IBM SPSS Statistics 27 version en
espanol para obtener medidas de tendencia central, kappa, desviacion estandar y las medidas
no paramétricas de Wilcoxon Mann-Whitney y el coeficiente de asociacion de Spearman, ademas
de las pruebas de chi cuadrado y t de Student. La inmunoexpresion de SOX9 se evaludé mediante
H-score con base en la media, y se consideré inmunoexpresion alta > 145 y baja < 144.
Resultados: Se obtuvo una p=0.73, la cual no fue significativa en la relacion de SOX9 del
carcinoma colorrectal primario con las metastasis a ganglios linfaticos.
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Conclusiones: La presencia o ausencia de metastasis a ganglios linfaticos es independiente de
la inmunoexpresion de SOX9 en el carcinoma colorrectal primario. No obstante, por el nUmero
limitado de la poblacion es necesario realizar mas investigaciones.

© 2024 Asociacion Mexicana de Gastroenterologia. Publicado por Masson Doyma México S.A.
Este es un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/
licenses/by-nc-nd/4.0/).

SOX9 immunosuppression in primary colorectal cancer tumors with lymph node
metastasis

Abstract

Introduction and aims: Colorectal cancer is the most frequent malignant tumor of the diges-
tive system. Its pathogeny is complex and involves the APC/B-catenin sequence. Lymph node
metastases are a significant indicator for determining treatment and are a prognostic factor.
SOX9 overexpression is related to oncogenic qualities and the capacity for metastasis. Our aim
was to analyze SOX9 immunoexpression in primary colorectal cancer and lymph node metastasis
status.

Material and methods: Seventy-nine available cases were divided into the group with lymph
node metastasis (n =38) and the group without lymph node metastasis (n=41), evaluating their
SOX9 expression. The IBM SPSS version 27 program in Spanish was utilized to carry out the sta-
tistical analysis, obtaining measures of central tendency, the kappa index, standard deviation,
Wilcoxon Mann-Whitney nonparametric measurements, Spearman’s correlation coefficient, and
chi-square test and Student’s t test values. SOX9 immunoexpression was evaluated through the
mean-based H-score, with high immunoexpression as a score > 145 and low immunoexpression
as a score < 144,

Results: A p=0.73 was obtained that was not statistically significant, regarding the relation of
SOX9 expression in primary colorectal cancer to lymph node metastasis.

Conclusions: The absence or presence of lymph node metastasis was independent from SOX9
immunoexpression in primary colorectal cancer. However, due to the limited size of the popu-
lation analyzed, further research is needed.

© 2024 Asociacion Mexicana de Gastroenterologia. Published by Masson Doyma México S.A. This
is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/

by-nc-nd/4.0/).

Introduccion y objetivos

El carcinoma colorrectal es la neoplasia mas frecuente del
sistema digestivo y se define como una neoplasia maligna
de origen epitelial que se encuentra en el intestino grueso’.
En cuanto a su epidemiologia, el Globocan 2020* reporta
al carcinoma colorrectal en el tercer lugar en frecuencia;
el primero lo ocupa el carcinoma de mama y el segundo el
carcinoma pulmonar.

Dicha neoplasia se divide, de acuerdo con la formacion
glandular, en tumores bien diferenciados (G1), moderada-
mente diferenciados (G2), pobremente diferenciados (G3)
e indiferenciados (G4)*. Para la estadificacion de esta neo-
plasia, se utiliza la determinacion del grado histologico y el
sistema TNM de la American Joint Committee on Cancer (8.2
edicion)®.

La patogenia del carcinoma colorrectal es compleja y
presenta diversas mutaciones genéticas y epigenéticas. La
alteracion en la secuencia APC/B-catenina forma parte de
la via de inestabilidad de cromosomas, que es responsable
del 65-70% de los carcinomas colorrectales espontaneos, y
la mutacion de APC la alteracion mas temprana en la carci-
nogénesis colorrectal®.

Hablar especificamente de la biologia molecular de las
metastasis en el carcinoma colorrectal es referirse a un
proceso secuencial. Se ha descrito que los tumores prima-
rios estan compuestos por multiples subclones genéticos
distintos®”. Autores como Kwak et al. han emitido pro-
puestas para crear nuevos parametros histopatoldgicos que
evallen el microambiente estromal y predecir las metastasis
mediante el uso de inteligencia artificial®.

Los factores pronosticos implicados en este carcinoma
incluyen el tipo histoldgico, el estadio del tumor, la presen-
cia de invasion linfovascular, la presencia de tumor budding,
la respuesta del huésped, el grado de respuesta al trata-
miento, el estatus de los margenes quirtrgicos y, a nivel
molecular, la presencia de inestabilidad de microsatélites
y alteraciones genéticas que incluyen el APC, el TP53, el
SMDA4, el PIK3CA, el POLE, el BRAF y el RAS"*? de la via de
desarrollo del carcinoma.

SOX9 en carcinoma colorrectal

La sex determining region Y box-9 protein (SOX9) es un
miembro de la familia de factores de transcripcion SOX. En
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cuanto a su participacion en el aparato gastrointestinal, se
ha demostrado en estudios in vitro que participa en la dife-
renciacion de las células de Paneth de la mucosa intestinal'°.

SOX9 tiene varias implicaciones en el carcinoma colorrec-
tal, como biomarcador en el diagnéstico temprano de este
y como factor pronostico. Se ha encontrado que SOX9 blo-
quea la diferenciacion celular en la via Wnt al activar un
programa similar a las células madre impulsada por poten-
ciadores especificos''; de igual manera, se ha observado la
relacion de un aumento en la gemacion tumoral (tumor bud-
ding) en los estadios tumorales iy v, alto grado histoldgico,
con la fuerte expresién de SOX9'2. Contreras Loera, en el
2022, realizd una investigacion en nuestra institucion sobre
la asociacion de la inmunoexpresion de SOX9 con el grado
de diferenciacion del carcinoma colorrectal’?, sin obtener
significacion estadistica.

SOX9 se asocia con otras proteinas y genes que colaboran
en su capacidad tumoral. Entre ellos esta FARSA-AS1, un gen
ARN, y long non-coding RNA (IncRNA), que es activado por
SOX9, el cual esta relacionado con el crecimiento celular y
las metastasis del carcinoma colorrectal’. El axis de MALAT1
IncRNA/miR-145/5S0X9 fue reportado como un medio para la
proliferacion celular, la migracion y la invasion tumoral’”. La
activacion transcripcional de FOXK2 mediado por SOX9 tam-
bién participa en la carcinogénesis promoviendo la actividad
tumoral'®; por otra parte, SOX9 esta implicado en la pre-
diccion sobre la resistencia a la quimioterapia, por medio
de su interaccion con DNMT1". La claudina 7 es una pro-
teina implicada en la adhesion celular y su baja expresion
fue demostrada mediante cultivos celulares, ofreciendo una
mejora en las propiedades oncogénicas del SOX9'¢. RAC1 es
un factor de transcripcién que puede promover la activa-
cion de la via fosfatopentosa del carcinoma colorrectal a
través de la mediacion de SOX9/HK2/G6PD'; ZRANB1 (domi-
nio de la proteina de union al factor de necrosis tumoral) es
una deubiquitinasa que controla el crecimiento celular y las
metastasis, que a su vez incrementa la estabilidad de SOX9
desacelerando su ubicuidad?®.

Analogamente con el desarrollo de nuevas vias terapéuti-
cas, los autores han hecho estudios sobre la administracion
de rapamicina (inhibidor de mTOR) en aquellos tumores que
mostraron una alta expresién del biomarcador SOX9%'; de
igual manera se demostré que niveles altos de SOX9 se
relacionaban con una menor respuesta al manejo con 5-
fluorouracilo al aumentar la invasion vascular y evidenciar
una resistencia terapéutica a la radiacion?>23.

Con base en lo anterior, el objetivo principal de este estu-
dio fue evaluar la relacion de la inmunoexpresion de SOX9 en
el carcinoma colorrectal primario y el estatus de metastasis
a ganglios linfaticos.

Material y métodos

Disefio del estudio y universo

Se realizé un estudio analitico, observacional y transversal
(de acuerdo con STROBE), en el que se utilizaron bloques
de parafina con diagndstico histopatologico de carcinoma
colorrectal, archivados en el departamento de Anatomia
Patologica del hospital de atencion general de segundo nivel
Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto en San Luis

Potosi, San Luis Potosi, durante el periodo del 1 de agosto
del 2013 al 31 de agosto del 2022, que sumo un total de 79
€asos.

Criterios de inclusion: se incluyeron todos los casos
que contaron con diagnostico histopatologico de carcinoma
colorrectal con diseccion de ganglios linfaticos, obtenidos
por reseccion de segmento intestinal.

Criterios de exclusion: casos con otro diagnostico histo-
patologico, especimenes de biopsias y casos que no contaron
con diseccion de ganglios linfaticos.

Criterios de eliminacién: se eliminaron los casos en los
que los bloques de parafina no tenian las condiciones para
realizar el estudio de inmunohistoquimica y los que no con-
taron con el material suficiente para ello.

El tamano de la muestra fue pequeno (n=79), unicén-
trico y retrospectivo. Esto se debe a 2 razones importantes:
la primera de ellas fue la pandemia por COVID-19, que para-
liz6 la atencion de muchos pacientes y su tratamiento tanto
clinico como quirdrgico, lo cual llevd a un bajo nimero de
piezas quirurgicas recibidas en el departamento de patolo-
gia; la otra razon es la falta de un espacio mas apropiado
para el archivo de bloques de parafina que permita conser-
var en mejor calidad los bloques mas antiguos y, finalmente,
la salida de material por solicitud del paciente propietario
del mismo.

Medicion de SOX9 por H-score

La inmunoexpresion nuclear de SOX9 en las células tumo-
rales fue valorada en las areas del carcinoma colorrectal
correspondientes a tumor budding mismas que fueron selec-
cionadas por consenso entre los 2 médicos revisores. Se
obtuvo una buena concordancia por medio de la prueba de
kappa con un puntaje de 0.061.

Para obtener el H-score, se evalud la inmunomarcacion
nuclear de SOX9 al multiplicar el porcentaje de intensidad
de reaccion de las células tumorales por un valor que va
de 0 a 3, y se continud con la sumatoria de estos valores
para obtener el resultado; este resultado puede ir desde 0
hasta 300 (% de células con intensidad nula x 0 + % de células
con intensidad leve x 1+% de células con intensidad mode-
rada x 2 +% de células con intensidad fuerte x 3 =0 a 300)%*.

El punto de corte fue establecido al obtener la media
del total del puntaje de H-score de los 79 casos'>"7. Con
ello se determindé como alta inmunoexpresion un puntaje
de H-score > 145 y como una baja inmunoexpresion un valor
< 144.

Prueba piloto

Al no conocer las caracteristicas de la poblacion, se realizo
una prueba piloto mediante la aleatorizacion de los bloques
de parafina al azar, con el programa estadistico IBM SPSS
Statistics 27 con la caracteristica del calculo de la pobla-
cion en 24 casos®. De ello se obtuvo un total de 12 casos
con presencia de metastasis a ganglios linfaticos y 12 casos
sin metastasis?®, esto con el fin de conocer los valores de
tendencia central y el comportamiento de la poblacion. Pos-
teriormente, con base en los resultados obtenidos, se uso la
formula de comparacion de 2 proporciones para realizar el
calculo de la muestra®.
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Se evaluaron aspectos demograficos, caracteristicas
patologicas del tumor como localizacion, tipo y grado
histologico mas frecuente, tamafno tumoral, invasion linfo-
vascular y perineural, clasificacion pTNM, bordes quirurgicos
y caracteristicas clinicas como tratamiento previo, sobre-
peso, sedentarismo, tabaquismo, alcoholismo, diabetes
mellitus e hipertension arterial.

Inmunohistoquimica

Para el estudio de inmunohistoquimica en bloques de para-
fina, se utilizd el anticuerpo SOX9 clona EP317 de BioSB,
con una dilucion 1:200. El tejido de control fue colon y la
localizacion de la inmunoexpresion evaluada fue nuclear. Se
realizo el procedimiento siguiendo el instructivo del anti-
cuerpo, como se detalla a continuacion.

Se realizaron cortes de 3-4 . en laminillas electrocarga-
das (hydrophilic plus slides BioSB) del caso problema vy el
respectivo tejido control. Enseguida se dejoé desparafinar
toda la noche en una estufa a 60 °C. Se retir6 de la estufay se
dejo enfriar. A continuacion, se colocaron en xileno durante
10 min para después llevarlos hasta agua destilada pasando
por alcoholes absolutos, 96° y 80°. En seguida se colocaron
en buffer de desenmascaramiento (Immuno/DNA Retrie-
ver with EDTA, BioSB) y se llevé a cabo el procedimiento
de recuperacion antigénica en olla de presion automati-
zada (Decloaking chamber, Biocare). Se dejo enfriar de
15 a 20min, seguido de un enjuague en agua destilada
durante 5 min y posteriormente se colocaron en peroxido de
hidrogeno al 3% por 15min; se enjuagaron nuevamente en
agua destilada durante 5min; se colocaron en buffer TBS
c/tween, se cubrieron los cortes con el anticuerpo SOX9
(100 l); se colocaron en camara himeda donde se incuba-
ron entre 30 y 40 min; se diluy6 el anticuerpo SOX9 con TBSt
siguiendo las indicaciones de dilucion del anticuerpo 1:200.
Se enjuago con abundante TBSt. Se cubrio con el anticuerpo
secundario marcado con biotina (biotin link) por 10 min; nue-
vamente se enjuagd abundantemente con TBSt. Se cubrid
con polimeros (estreptavidina-HRP) por 10 min. Se enjuagd
con abundante TBSt. Se reveld bajo control microscopico
la actividad peroxidasica utilizando diaminobencidina. La
reaccion se detuvo colocando cortes en agua destilada. Se
procedid a contratefir con hematoxilina de Harris durante
30s. Finalmente se enjuagd con agua corriente, posterior-
mente en agua destilada y se deshidraté hasta xileno para
cubrirlos con Entellan®.

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizo el programa IBM SPSS
Statistics 27 en su version en espanol. Se realizaron medi-
das de tendencia central para las variables cuantitativas del
estudio?’; para la variable de edad se calculd la media y
para la frecuencia de sexo, tipo histoldgico y localizacion,
se realizo el calculo de moda. La variabilidad fue calculada
mediante la desviacion estandar; ademas, se aplico la for-
mula de kappa para medir la concordancia de los resultados
de los 2 médicos que evaluaron las laminillas de H-score.
En las caracteristicas de la poblacion se utilizé la prueba de
chi cuadrado para evaluar el tratamiento previo y el seden-
tarismo en relacion con el nivel de expresion de H-score.

Las pruebas de Shapiro-Wilk, Levene y t de Student se utili-
zaron en los casos de alcoholismo, tabaquismo, sobrepeso,
diabetes mellitus e hipertension arterial.

Se realizaron las pruebas no paramétricas de Wilcoxon
Mann-Whitney y el coeficiente de asociacion de Spearman
para constatar la diferencia entre los 2 grupos valorados:
aquellos casos con metastasis a ganglios linfaticos y los
que no contaron con metastasis a ganglios linfaticos. Final-
mente, se realizd la prueba de homogeneidad de Levene en
base a la media.

Consideraciones éticas

El estudio no representd ningln riesgo para los pacientes,
ya que no se les involucré directamente, solo se dispuso
del material histopatologico sin una intervencion adicional
inmediata.

Los datos se manejaron por medio del numero insti-
tucional asignado al material y se mantuvo una estricta
confidencialidad de la informacion disponible y generada
conforme a lo estipulado por la Ley federal de proteccion
de datos personales en posesion de particulares, vigente en
México.

Después de la revision de la Norma Oficial Mexicana NOM-
004-SSA3-2012 del Expediente Clinico y la Declaracion de
Helsinki, se determind que no existio riesgo para los pacien-
tes involucrados; finalmente se obtuvo la aprobacion del
Comité de Etica e Investigacion del Hospital Central Dr. Igna-
cio Morones Prieto, y se le asigno el nUmero de registro de
86-22.

Resultados

Caracteristicas de la poblacién

Se analizaron las caracteristicas de la poblacion y los facto-
res de riesgo encontrados de acuerdo con su expresion de
SOX9 y el estado de los ganglios linfaticos. Iniciando con
la edad, se obtuvo una media de presentacion del carci-
noma colorrectal de 60 anos, 37 correspondieron a pacientes
menores de 60 anos y 42 a mayores de 60 afnos. De los casos
con inmunoexpresion alta para SOX9 en pacientes menores
de 60 anos se encontraron 22 casos (10 con metastasis a
ganglios linfaticos y 12 sin metastasis), mientras que en los
pacientes mayores de 60 anos fueron 17 casos (8 casos con
metastasis a ganglios linfaticos y 9 casos sin metastasis).
En cuanto a los casos con expresion baja para SOX9 en los
pacientes menores de 60 anos, el resultado fue de 15 casos
(9 casos con metastasis a ganglios linfaticos y 6 casos sin
metastasis) y de 25 casos (11 casos con metastasis a gan-
glios linfaticos y 14 sin metastasis) en los pacientes mayores
de 60 anos. Como punto de interés se identificaron 6 casos
de pacientes menores de 40 afnos, de los cuales 5 presen-
taron expresion alta para SOX9, con metastasis (n=3) y sin
metastasis (n=2), y un caso con inmunoexpresion baja para
SOX9 perteneciente al grupo sin metastasis.

En cuanto al sexo, de los 79 casos 46 fueron hombres y 33
fueron mujeres. Con relacion a la inmunoexpresion de SOX9
y el sexo, se puede consultar la tabla 1.

Respecto al tipo histoldgico, se obtuvo que 70 (88.6%)
casos corresponden a adenocarcinoma tipo NOS (antes
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Tabla 1 Inmunoexpresion de SOX9 y sexo

Sexo/Grupo Con metastasis Sin metastasis Total (%)
>145 <144 > 145 <144

Mujer 8 6 13 6 33 (42)

Hombre 10 14 8 14 46 (58)

Total 18 20 11 20 79 (100)

denominado intestinal), 8 (10.1%) casos a adenocarcinoma
mucinoso y uno (1.2%) a adenocarcinoma con patrén de célu-
las en anillo de sello.

Con relacion a la localizaciéon del tumor, 43 casos se
encontraron en el colon izquierdo, y de estos, 20 tuvie-
ron una expresion alta para SOX9 (8 con metastasis y 12
sin metastasis); 23 casos presentaron expresion baja a SOX9
(12 con metastasis y 11 sin metastasis). Por otra parte,
30 casos se localizaron en el colon derecho, de los cuales
17 presentaron alta expresion para SOX9 (9 con metastasis y
8 sin metastasis), mientras que 13 presentaron baja expre-
sion (6 con metastasis y 7 sin metastasis). En el recto se
localizaron en total 4 casos, de los cuales 2 presentaron alta
expresion para SOX9 (uno con metastasis y otro sin metasta-
sis) y en 2 casos la inmunoexpresion fue baja (ambos casos
sin metastasis). Se encontrd un caso de colectomia total con
inmunoexpresion baja para SOX9 y sin metastasis a ganglios
linfaticos. Hubo un caso en el que no se especifico la localiza-
cion del carcinoma y que también presenté inmunoexpresion
baja del biomarcador.

Con relacion al grado de diferenciacion, 14 casos corres-
pondieron a los carcinomas colorrectales bien diferenciados,
de los cuales 9 presentaron inmunoexpresion alta de SOX9 (3
con metastasis a ganglios linfaticos y 6 sin metastasis) y los
5 casos restantes expresion baja de SOX9 (los 5 sin metas-
tasis a ganglios linfaticos). Por otra parte, se obtuvieron
52 casos con gradificacion de moderadamente diferenciado
y de estos se obtuvieron 24 con expresion alta de SOX9
(13 con metastasis a ganglios linfaticos y 11 sin metastasis)
y 28 con expresion baja (17 con metastasis y 11 sin metasta-
sis). Por Gltimo, el carcinoma poco diferenciado se presentd
en 13 casos de los cuales 6 expresaron SOX9 alto (2 con
metastasis y 4 sin metastasis) y 7 SOX9 bajo (3 con metastasis
y 4 sin metastasis).

El tamano tumoral reportado tuvo una media total de
6.13cm, siendo el menor de 1cm y el mayor de 17 cm;
2 casos no informaron el tamafo tumoral por ser una revision
de laminillas proveniente de un laboratorio externo.

La perforacion en el carcinoma colorrectal se presento
en 16 del total de 79 casos; de estos, 9 presentaron expre-
sion alta de SOX9 (6 con metastasis a ganglios linfaticos y 3
sin metastasis) mientras que 7 tuvieron una expresion baja
(4 con metastasis y 3 sin metastasis). Los 63 casos restantes
no presentaron perforacion y en relacion con la expresion de
SOX9, 30 se presentaron con expresion alta (12 con metas-
tasis y 18 sin metastasis) y 33 con expresion baja (16 con
metastasis y 17 sin metastasis).

En cuanto a la invasion linfovascular, de la poblacion
total de 79 casos se reportd su presencia en 56 casos y
su ausencia en 23 casos; de los 56 casos con invasion, 27
tuvieron expresion alta de SOX9 (15 con metastasis y 12 sin

metastasis a ganglios linfaticos) y 29 expresion baja (19 con
metastasis y 10 sin metastasis). Por otra parte, de los 23
casos con ausencia de invasion, 12 tuvieron expresion alta
(3 con metastasis y 9 sin metastasis) y 11 expresion baja (uno
con metastasis y 10 sin metastasis).

La invasion perineural se observoé en 33 casos, de los cua-
les 15 tuvieron expresion alta de SOX9 (9 con metastasis a
ganglios linfaticos y 6 sin metastasis) y 18 expresion baja
(11 con metastasis y 7 sin metastasis). Los 46 casos restan-
tes (n=79) tuvieron 24 con expresion alta de SOX9 (9 con
metastasis y 15 sin metastasis) y 22 con expresion baja de
SOX9 (9 con metastasis y 13 sin metastasis).

Para los bordes quirtrgicos se encontraron 63 casos con
bordes negativos, y de estos, 30 expresaron SOX9 bajo (10
con metastasis a ganglios linfaticos y 20 sin metastasis) y 33
SOX9 alto (16 con metastasis y 17 sin metastasis). Se reportd
un caso con bordes quirtrgicos distal y radial positivos, que
expresd SOX9 bajo y presentd metastasis a ganglios linfati-
cos. Con los bordes proximal y radial positivos se encontrd
un caso, el cual tuvo expresion alta de SOX9 y metastasis a
ganglios linfaticos. Los 14 casos restantes se reportaron con
el borde radial positivo, y de estos, 8 tuvieron expresion alta
de SOX9 (7 con metastasis y uno sin metastasis) y 6 expresion
baja de SOX9 (3 con metastasis y 3 sin metastasis).

La clasificacion del sistema TNM quedo de la manera que
se expone a continuacion. Inicialmente, con relacion a la
T se obtuvo lo siguiente: T1 fue un caso el cual presentd
expresion alta de SOX9 sin metastasis a ganglios linfaticos;
T2 tuvo un total de 18 casos, de los que 8 tuvieron expre-
sion alta (uno con metastasis y 7 sin metastasis) y 10 con
expresion baja (4 con metastasis y 6 sin metastasis); T3 tuvo
34 casos, 19 con expresion alta (10 con metastasis y 9 sin
metastasis) y 15 con expresion baja (8 con metastasis y 7 sin
metastasis); T4 se subdivide en T4a y T4b, por lo tanto, para
T4a se reportaron 17 casos con 8 con expresion alta (5 con
metastasis y 3 sin metastasis) y 9 con expresion baja (4 con
metastasis y 5 sin metastasis), y T4b tuvo 9 casos, 3 casos
con expresion alta (2 con metastasis y uno sin metastasis) y
6 con expresion baja (4 con metastasis y 2 sin metastasis).
Los resultados de N ya fueron comentados previamente. En
cuanto a M, se encontré informacion de 11 casos, ya que
durante el seguimiento se identificé que tenian estudios his-
topatoldgicos de afeccion a otros organos por sospecha de
metastasis y casos con metastasis a superficie peritoneal,
quedando 3 casos como M1a, uno con expresion alta (con
metastasis a ganglios linfaticos) y 2 con expresion baja (uno
con metastasis y otro sin metastasis), mientras que en M1c
se registraron 8 casos, de los cuales 5 tuvieron expresion alta
de SOX9 (4 con metastasis y uno sin metastasis) y 3 expresion
baja (todos con metastasis). Los 68 casos restantes fueron
reportados como Mx por ausencia de informacion necesaria
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para su categorizacion. Los datos descritos se resumen en la
tabla 2.

Otro punto a analizar en este estudio son los datos
clinicos, como son: tratamiento previo a la cirugia,
sedentarismo, sobrepeso, tabaquismo, alcoholismo y las
enfermedades cronico-degenerativas de diabetes mellitus e
hipertension arterial. Por cuestiones de normatividad sobre
el resguardo del expediente clinico del centro hospitalario
solo estuvieron disponibles 5 anos previos a este estudio;
en consecuencia, solo se obtuvo informacion de 57 casos
(n=57) correspondientes a este periodo de tiempo.

El tratamiento previo en los pacientes con carcinoma
colorrectal fue informado en 3 de los 57 casos, un caso
recibié quimioterapia previa a la cirugia y los 2 restantes
recibieron concurrencia de radioterapia y quimioterapia.
En relacion con la expresion de SOX9, 2 casos tuvieron
expresion alta sin metastasis a ganglios linfaticos y el caso
restante tuvo expresion baja y presencia de metastasis a
ganglios linfaticos. La localizacion del carcinoma de estos
casos con tratamiento previo fue de 2 casos de colon
izquierdo y el restante de recto. Los casos sin tratamiento
previo fueron un total de 54 casos, de los que 23 tuvieron
expresion alta de SOX9 (10 con metastasis a ganglios linfa-
ticos y 13 sin metastasis) y 31 con expresion baja (16 con
metastasis y 15 sin metastasis). Se realizd la prueba de chi
cuadrado para evaluar las variables de H-score (alto y bajo)
con tratamiento previo (ausente y presente) y se obtuvo
significacion con una p=0.413.

El sedentarismo se encontré presente en 2 casos Yy
ausente en 55 casos. Los 2 casos no presentaron metas-
tasis a ganglios linfaticos y en relacion con la expresion
de SOX9, uno tuvo expresion baja y el otro, alta. Los 55
casos tuvieron 24 casos con expresion alta (10 con metastasis
y 14 sin metastasis) y 31 expresion baja (17 con metastasis y
14 sin metastasis). Se evaluo la relacion entre sedentarismo
y SOX9 por medio de chi cuadrado, obteniendo una p =0.859.

El tabaquismo tuvo 7 casos con presencia de este habito
y 50 casos sin él. De los 7 casos, 2 tuvieron expresion alta
de SOX9 (uno con metastasis a ganglios linfaticos y otro sin
metastasis) y 5 expresion baja (3 con metastasis y 2 sin
metastasis). De los 50 casos, 23 mostraban expresion alta
(9 con metastasis y 14 sin metastasis) y 27 expresion baja
(14 con metastasis y 13 sin metastasis). Se realizo la prueba
de Shapiro-Wilk, que resulté en p=0.196 y 0.933, que indicd
que los datos tienen distribucion normal. Posteriormente se
utilizé la prueba de Levene con una p con base en la media
de 0.694, y la prueba t de Student con una significacion
(asumiendo varianzas iguales) de 0.421.

Con relacion al alcoholismo, estuvo presente en 6 casos,
mientras que de acuerdo con lo expuesto en el expediente
clinico, fue negado el antecedente en 51 casos. De los
6 casos con alcoholismo con inmunoexpresion de SOX9
2 tuvieron expresion alta (uno con metastasis y otro sin
metastasis) y 4 expresion baja (3 con metastasis y uno sin
metastasis). De los 51 casos, 23 presentaron expresion alta
de SOX9 (9 con metastasis a ganglios linfaticos y 14 sin
metastasis) y 28 expresion baja (14 con metastasis y 14
sin metastasis). La prueba Shapiro-Wilk dio una p=0.225y
0.148. La prueba de Levene con base en la media dio una
p=0.958 y la t de Student una p=0.389.
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Tabla 2 Caracteristicas de la poblacion

Inmunoexpresion

de SOX9
Alto Bajo
(> 145) (<144)
n=39 n=40
Edad (anos)
> 60 17 25
<60 22 15
Sexo
Femenino 21 12
Masculino 18 28
Tipo histoldgico
NOS 34 36
Mucinoso 5 3
Anillo de sello 0 1
Localizacion
Sigmoides 0 4
Colon derecho 17 13
Colon izquierdo 20 19
Colectomia total 0 1
Recto 2 2
Colon lateralidad no 0 1
especificada
Diferenciacion
Bien 9 5
Moderado 24 28
Poco 6 7
Perforacion
Ausente 30 33
Presente 9 7
Invasion linfovascular
Ausente 12 11
Presente 27 29
Invasién perineural
Ausente 24 22
Presente 15 18
Bordes quirurgicos
Negativos 30 33
Positivos distal y radial 0 1
Positivos proximal y 1 0
radial
Positivo radial 8 6
Sistema TNM
T1 1 0
T2 8 10
T3 19 15
T4a 8 9
T4b 3 6
NO 21 20
N1a 5 5
N1b 6 8
N2a 4 2
N2b 3 5
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Tabla 2 (continuacién)
Inmunoexpresion
de SOX9
Alto Bajo
(= 145) (<144)
n=39 n=40
M1a 1 2
M1c 5 3
Mx 33 35

Resumen de las caracteristicas de la poblacion de carcinoma
colorrectal por grupo H-score de SOX9.

Para el sobrepeso se encontraron 7 casos con presencia y
50 casos con ausencia; de los 7 casos, 2 tuvieron expresion
alta de SOX9 (ambos con metastasis a ganglios linfaticos) y 5
expresion baja (4 con metastasis a ganglios linfaticos y uno
sin metastasis). De los 50 casos, 23 tuvieron expresion alta
de SOX9 (8 con metastasis y 15 sin metastasis) y 27 casos
con expresion baja (13 con metastasis y 14 sin metastasis).
El resultado de Shapiro-Wilk fue una p=0.178 y 0.578. La
prueba de Levene con base en la media fue de 0.320y la t
de Student dio una p=0.489.

La hipertension arterial se encontro presente en 14 casos
y ausente en 43 casos; de los 14 casos, 5 presentaron SOX9
alto (4 con metastasis a ganglios linfaticos y uno sin metasta-
sis) y 9 expresion baja (5 con metastasis y 4 sin metastasis).
De los 43 casos, 20 presentaron expresion alta de SOX9
(6 con metastasis y 14 sin metastasis) y 23 expresion baja
(12 con metastasis y 11 sin metastasis). Shapiro-Wilk dio una
p=0.318 y 0.546. La prueba de Levene result6 en 0.235 y la
t de Student en 0.230.

La diabetes mellitus estuvo presente en 12 casos y
ausente en 45 casos; en los 12 casos con diabetes mellitus se
encontraron 6 con expresion alta de SOX9 (4 con metastasis
y 2 sin metastasis) y 6 con expresion baja (4 con
metastasis y 2 sin metastasis), mientras que de los 45 casos
con ausencia de diabetes mellitus, 19 presentaron expre-
sion alta de SOX9 (6 con metastasis y 13 sin metastasis) y 26
expresion baja (13 con metastasis y 13 sin metastasis). La
prueba de Shapiro-Wilk dio una p=0.434y 0.725. La prueba
de Levene con base en la media dio una p=0.468 y la t de
Student una p=0.766.

100.00
80.00 - p
4137 51.22 49.37
60.00 //
40.00 /_

20.00 + /
0.00 g
Metastasis  Sin metastasis Total
Figura 2 Distribucion porcentual de valores H-score > 145.

Distribucion porcentual de casos con inmunoexpresion alta de
SOX9 en el grupo con metastasis ganglionares (47%) y el grupo sin
metastasis ganglionares (51%). Se muestra grafico de barras de
los casos con inmunoexpresion alta de SOX9 dividido en el grupo
con metastasis a ganglios linfaticos y el grupo sin metastasis a
ganglios linfaticos.

Inmunoexpresion de SOX9 y metastasis a ganglios
linfaticos

De los 79 casos estudiados se obtuvieron 2 grupos: el grupo
con metastasis a ganglios linfaticos (n=38) y el grupo sin
metastasis a ganglios linfaticos (n=41). La inmunoexpre-
sion nuclear de SOX9 medida por H-Score se observa en la
figura 1.

Respecto a la inmunoexpresion alta a SOX9, se obtuvo
lo siguiente: 18 casos (47%) correspondieron al grupo que
presentd metastasis ganglionares y 21 casos (51%) al grupo
que no tenia metastasis, con un total de 39 casos (fig. 2).

Los 40 casos que tuvieron expresion baja de SOX9 fueron
20 casos con metastasis y 20 casos sin metastasis. Final-
mente, con los resultados de ambos grupos se obtuvo una
p=0.73, como se observa en la tabla 3.

La distribucion de los valores H-score de los casos con
expresion alta de SOX9 presentd un trayecto similar, como
se observa en la figura 3.

Con base en la N del sistema de estadificacion TMN, 41
casos fueron NO, mientras que 38 casos que presentaron
metastasis a ganglios linfaticos se clasificaron de la siguiente
manera: 10 casos N1a, de los cuales 5 tuvieron expresion
alta y 5 expresion baja; con N1b se registraron 14 casos, 6
con expresion alta y 8 con expresion baja; por otra parte,
se obtuvieron 6 casos con N2a, de los cuales 4 presentaron
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Figura 1

Puntajes de SOX9 mediante H-score. Tincion nuclear de SOX9 en colon con expresion alta y baja por H-score. A. Expresion

nuclear alta de SOX9 (H-score > 145). B. Expresion nuclear baja de SOX9 (H-score < 144). Se muestran fotomicrografias de colon donde
se observa la expresion nuclear del anticuerpo SOX9. La imagen A corresponde a un ejemplo de marcacion nuclear alta y la imagen

B a la expresion nuclear baja.
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Tabla 3 Resultados de grupos H-score y estatus ganglios linfaticos

Metastasis a ganglios linfaticos SOX-9 Total %> 145
> 145 <144

Si 18 20 38 47.37

No 21 20 41 51.22

Total 39 40 79 49.37
X = 0.117 p= 0.73

Resultados de inmunoexpresion de SOX9 alta y baja en relacion con el estatus de ganglios linfaticos y resultado de p.

300 Figura 3. Distribucion de valores H-Score

——H-SCORE-NoMet _—

200 H-SCORE-Met v
150 ‘/-‘_W_A_ = ) 2 4

100
. //
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41

Figura 3  Distribucion de valores H-score. Distribucion orde-
nada de valores de inmunoexpresion alta de SOX9 por H-score
(> 145) en los grupos con metastasis y sin metastasis a ganglios
linfaticos. Se observa como tanto el grupo con metastasis (linea
naranja) a ganglios linfaticos como el grupo sin metastasis
(linea azul) tuvieron una distribucion de valores muy similar.

expresion alta y 2 expresion baja; y por Gltimo, 8 casos fue-
ron N2b, de los cuales 3 tuvieron expresion alta y 5 expresion
baja de SOX9.

Pruebas no paramétricas

Se realizaron las pruebas de coeficiente de asociacion de
Spearman y Wilcoxon Mann-Whitney, para constatar la dife-
rencia entre los 2 grupos valorados. Mediante el coeficiente
de asociacion de Spearman se obtuvo una p=0.73 y un coe-
ficiente de correlacion de —0.038 (tabla 4).

El resultado de la prueba de Wilcoxon Mann-Whitney
fue una p=0.67, con una desviacién estandar de 101.848
(tabla 5).

Se realizo la prueba de homogeneidad de Levene con
base en las varianzas presentadas previamente, con lo que
se obtuvo una p=0.868, como se muestra en la tabla 6.

Discusion

El carcinoma colorrectal es una neoplasia de alta incidencia
y mortalidad, de la cual se ha buscado identificar facto-
res pronosticos que guien el tratamiento y el desarrollo de
nuevas terapias. Existen diversos factores prondsticos del
carcinoma colorrectal; entre estos se encuentra la presen-
cia de metastasis a ganglios linfaticos. En la literatura se han
descrito propuestas para predecir las metastasis gangliona-
res a través de diferentes herramientas, como la biologia
molecular y los cultivos celulares, hasta el uso de la inteli-
gencia artificial para cumplir el propdsito y asi detectar el
carcinoma en estadios mas tempranos’.% 1415,

Como se ha mencionado anteriormente, el SOX9 es
un factor de transcripcion que se ha relacionado con

el mantenimiento de las células madre participando en
la homeostasis tisular, la regeneracion y la iniciacion de
tumores, y se sobreexpresa en varios tumores, incluido
el carcinoma colorrectal. Asi mismo, del 5 al 10% de los
casos presentan mutacion del gen, y aunque SOX9 tiene
un efecto dependiente de la dosis en las células epitelia-
les del intestino, en las metastasis parece actuar de manera
independiente a la presencia de este; los estudios han sido
realizados en cultivos celulares?®?', con otras técnicas de
patologia molecular, como la inmunohistoquimica, pero no
se ha descrito nada hasta el momento.

Las limitaciones del estudio fueron el tamafno pequeho de
la muestra, que fue unicéntrico y retrospectivo. Una razon
a considerar fue la pandemia por COVID-19, que paraliz6 la
atencion de muchos pacientes y su tratamiento tanto clinico
como quirdrgico, obteniendo una baja recepcion de piezas
quirdrgicas en el departamento de patologia. No fue posible
estudiar la presencia de inestabilidad microsatelital como
una variable adicional en este estudio, puesto que no se
conto con los insumos necesarios para su realizacion.

En cuanto a las caracteristicas de la poblacion y los fac-
tores de riesgo, se determind que el colon izquierdo fue
el sitio mas comin de localizacion del carcinoma colorrec-
tal. La edad media de los pacientes fue de 60 anos, con
una mayor incidencia en aquellos que superaban esta edad.
El sexo masculino fue el mas afectado (46 del total de
79 casos: 58%), y en este segmento prevalecid la baja expre-
sion de SOX9. Estas observaciones se alinean con lo que se
ha reportado en la literatura previamente. Todo lo anterior
se encuentra en concordancia con la frecuencia reportada
en la literatura.

La perforacion intestinal del carcinoma estuvo presente
en la minoria de los casos (16 de 79 casos: 20%), lo cual
eleva el riesgo de progresion y diseminacion tumoral. La
invasion linfovascular se encontré de forma mas frecuente
que la invasion perineural. Los bordes quirdrgicos se repor-
taron negativos en la mayoria de los casos. Del sistema TNM,
la T mas frecuente fue T3 por el tamano tumoral. Por otro
lado, en la categoria N se reportaron 41 casos con clasifi-
cacion NO (casos negativos), en contraste con los 38 casos
positivos, de los cuales N1b fue el mas recurrente. Para M
la falta de datos clinicos de metastasis fue una limitante,
ya que solo se registraron los casos en los que fue enviada
la biopsia de drganos a distancia a patologia y hubo pocos
casos en los que se proporciond la informacion.

Debido a la normativa NOM-004-SSA3-2012 de expe-
diente clinico, los datos sobre el tratamiento previo al
procedimiento quirdrgico y los antecedentes personales de
alcoholismo, tabaquismo, sedentarismo, sobrepeso, diabe-
tes mellitus e hipertension arterial solo fueron encontrados
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Tabla 4 Rho de Spearman

H-score Metastasis
Rho de Spearman H-score Coeficiente de correlacion 1.000 —0.038
Sig. (bilateral) 0.736
N 79 79
Metastasis Coeficiente de correlacion —0.038 1.000
Sig. (bilateral) 0.736
N 79 79

Prueba de correlacion Rho de Spearman de H-score con metastasis a ganglios linfaticos.

Tabla 5 Prueba de Wilcoxon Mann-Whitney
n Suma de rangos
41 1,684 H-score-no metastasis
38 1,476 H-score-metastasis
79 3,160 Total
101.848 Desviacion estandar
0.432 z corregida por empates de rango
0.67 Valor de p (2-tailed)

Prueba de Wilcoxon Mann-Whitney por grupo H-score con metastasis a ganglios linfaticos y sin metastasis a ganglios linfaticos.

Tabla 6 Prueba de homogeneidad de varianza de Levene
Estadistico de Levene gl1 gl2 Sig.
H-score Se basa en la media 0.028 1 77 0.868

Prueba de homogeneidad de varianza de Levene con base en la media, donde tenemos una p =0.868 que indica que las varianzas no son

significativamente diferentes entre si.

hasta de 5 afos atras. Sin embargo, se pudo concluir que la
mayoria de los casos no recibieron tratamiento previo, ya
que la mayoria se ingresa con datos de abdomen agudo que
requieren un manejo quirtrgico inmediato.

Conclusiones

No hubo correlacion entre la inmunoexpresion de SOX9 y
la presencia de metastasis al obtener una p=0.73, lo cual
indica que la presencia y/o ausencia de metastasis a ganglios
linfaticos es independiente a la inmunoexpresion de SOX9.
No hubo diferencia estadistica entre el grupo con metas-
tasis y el grupo sin metastasis con la inmunoexpresion de
SOX9. De igual manera, se observo que la inmunoexpresion
de SOX9 es independiente de las caracteristicas histopatolo-
gicas del carcinoma colorrectal, su gradificacion histoldgica
y su estadificacion de acuerdo al pTNM, asi como los datos
clinicos analizados en la poblacion estudiada, no existiendo
ninguna relacion con SOX9, siendo validada con p no signi-
ficativa por chi cuadrado y t de Student, sin embargo, es
necesario realizar mas estudios de investigacion.
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