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RESUMEN

Se determind la sobrexpresion de la proteina P53 en biopsias de displasias cervicales
de pacientes del hospital Victor Lazarte Echegaray. Para ello se estudiaron cuarenta
biopsias del epitelio ectocervical con diagnéstico de displasia cervical de las cuales
veintiin muestras corresponden a displasia leve, doce a displasia moderada y siete a
displasia severa, utilizando el método inmunohistoquimico estreptavidina-biotina-
peroxidasa con el anticuerpo monoclonal anti-P53, considerando casos positivos, si la
inmunoreaccion presentd un color marron pardo. El 60% de los casos estudiados
mostraron sobrexpresion inmunohistoquimica para P53, de las cuales el 50 %, el
29.17 % y el 20.83 % correspondieron a displasias severas, displasias moderadas y
displasias severas respectivamente; y una hiperexpresiéon en 33.33% casos. Se
concluye con la sobrexpresion de P53 en las biopsias analizadas y una relaciéon
inversa con respecto al grado de diferenciacion displasica.
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ABSTRACT

Overexpression of the P53 protein was determined in biopsies of cervical dysplasia of
patients from the Hospital Victor Lazarte Echegaray. For this purpose, forty biopsies of
the ectocervical epithelium with a diagnosis of cervical dysplasia were studied, of which
twenty-one samples correspond to mild dysplasia, twelve to moderate dysplasia and
seven to severe dysplasia, using the immunohistochemical method streptavidin-biotin-
peroxidase with the anti-P53 monoclonal antibody. Considering positive cases, if the
immunoreaction presented a brown-brown color 60% of the cases studied showed
immunohistochemical overexpression for P53, of which 50%, 29.17% and 20.83%
corresponded to severe dysplasias, moderate dysplasias and severe dysplasias
respectively; And a hyperexpression in 33.33% of cases. It concludes with the
overexpression of P53 in the biopsies analyzed and an inverse relation with respect to
the degree of dysplastic differentiation.
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INTRODUCCION

El cancer de cuello uterino es la sétima causa de mortalidad mundial, ocurriendo en el
continente africano y asiatico tasas promedios de 21.7 y 13.7 por 100 mil mujeres
respectivamente. En el Peru, segun los registros poblacionales de cancer de cuello
uterino, se reportd en Lima, durante los afios 2004-2005, una tasa de incidencia del 19.6
casos por 100000 mujeres; en Arequipa 35.2 y en Trujillo 43.9 y se estima que
fallecieron 1,646 pacientes por esta causa. !

La displasia cervical (DC) se manifiesta con cambios morfoldégicos celulares y/o
nucleares, que pueden ser graduales, clasificindolos en leve, moderada o severa.” La
lesiéon se inicia en la zona de transformacion del epitelio ectocervical escamoso
estratificado no queratinizado a endocervical columnar simple.® En algunas mujeres la
infeccion persistente, asociada al Virus del Papiloma Humano (HPV), puede
transformar estas células metaplasicas inmaduras en células atipicas; y con el paso del
tiempo, el epitelio displasico puede regresar al normal, mantenerse como displasia o
progresar a un cancer cervical invasivo. 4

El proceso de transformacion, de células normales a células cancerosas, presenta una
cascada de alteraciones genéticas; asi como, la pérdida del control de los mecanismos de
replicacion, reparacion del ADN y segregacion del material genético, causados por un
oncogén que produce una proteina capaz de provocarlo ’; y un gen supresor de tumor,
que codifica proteinas que intervienen en condiciones normales en el control del ciclo
celular.>%7

La incidencia y el tipo de mutacion difieren en cada neoplasia; debido a su funcion en
las reparaciones genéticas y en la respuesta de las células dafiadas. Este gen, actia como
controlador del ciclo celular, iniciador de apoptosis, preservador de la estabilidad
genética y como promotor de la diferenciacion celular.’

La inactivacion del gen p53 es muy importante para el desarrollo del carcinoma
cervical, inducida por la oncoproteina E6 de los serotipos HPV-16 o HPV-18, o debido
a mutaciones. Cada serotipo de HPV tendr4 un efecto diferente en la célula afectada
segin la proteina que codifique.!® Estos trastornos suelen asociarse con un patron
inmunohistoquimico de sobrexpresion en P53, que se puede advertir en la progresion de
neoplasia intraepitelial cervical (NIC) a carcinoma invasor.!!

El gen supresor alterado con mayor frecuencia en neoplasias es el p53, que estd
localizado en el brazo corto del cromosoma 17, region uno, banda tres, subbanda uno
(17p'%); y presenta 11 exones, siendo el primero no codificante; produciendo un
transcrito de ARNm cuyo producto codificado es una fosfoproteina nuclear de vida
media corta involucrada en el control del ciclo celular.>® Mutaciones en el gen p53 se
traducen en una proteina P53 de vida media prolongada,'*!* Ia cual llega a ser detectada
en el nucleo de la célula por inmunohistoquimica, mientras que el tipo salvaje tiene una
vida media muy corta y no es detectable en células normales.®'> Una variedad de
tumores humanos que involucran al gen p53 mutado, mantienen pronodstico negativo de
aquellos tumores del mismo tipo que contienen el gen del tipo salvaje, como por
ejemplo en canceres de mama, de rifion y colo-rectal.'®
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Una serie de técnicas de biologia molecular, permiten establecer la presencia de
mutaciones puntuales en el ADN, cuya aplicacion en los tumores y lesiones
preneoplasicas ha aportado valiosa informaciéon en el conocimiento de la progresion
desde una célula genéticamente alterada hasta el desarrollo de una neoplasia.'> En las
técnicas de inmunohistoquimica, se utilizan marcadores enzimaticos como fosfatasa
alcalina o la peroxidasa capaces de tornar de color un sustrato incoloro, tales como
diaminobenzidina (color pardo), aminoetilcarbazol (color rojo) y nitroazul de tetrazolio
(color azul). Estos marcadores pueden unirse directamente al anticuerpo primario o bien
indirectamente mediante otros anticuerpos secundarios como biotina o proteina A.’

Las técnicas inmunohistoquimicas enzimadticas, permiten una localizacidn mas precisa
de las reacciones, ya que la tincidn es permanente, estable, puede contrastarse y puede
ser evaluada con microscopio de luz. Los anticuerpos monoclonales se ha permitido
aumentar la especificidad y sensibilidad de esta técnica.!” Por otro lado es importante
sefalar que la actividad proliferativa de un tumor se mide mediante la expresion
inmunohistoquimica del antigeno asociado a proliferacion celular.'®

El gen p53 cumple funcion supresora de anormalidades celulares participando en la
regulacion de apoptosis de células viejas y defectuosas, de manera que un defecto en
este gen podria dar lugar a presencia de células inmortales y es asi que consideramos de
vital importancia investigar por métodos inmunohistoquimicos la sobrexpresion de P53
en lesiones pre neoplasicas de carcinoma de cuello uterino, la misma que estd
relacionada con la evolucion de las lesiones pre-cancerosas.

Por lo tanto la investigacion tuvo como objetivo determinar la sobrexpresion de la
proteina P53 en el epitelio ectocervical de pacientes con displasias entre 18 a 78 afios de
edad en el hospital Victor Lazarte Echegaray durante Febrero-Mayo del 2012, asi como
establecer la frecuencia de casos con sobrexpresion de la proteina P53 en los distintos
grados de displasia y el porcentaje de hiperexpresion de la proteina P53.

MATERIAL Y METODOS
Seleccion de las biopsias:

Las cuarenta biopsias de displasia del cuello uterino de pacientes, proporcionados por el
departamento de patologia del hospital Victor Lazarte Echegaray (base de datos del
Servicio de Anatomia Patologica) fueron seleccionadas seglin los casos con diagnostico
de displasia leve, moderada o severa de epitelio ectocervical de cuello uterino en
mujeres de 18 a 75 afios de edad.

Obtencion de la muestra:

Se trabajo con 40 biopsias ectocervical incluidas en tacos de parafina, cuyo diagnostico
correspondi6 a lesiones displdsicas ectocervicales, diagnosticados entre los meses
Febrero a Mayo de 2012 en el servicio de Anatomia Patologica del Hospital Victor
Lazarte Echegaray.
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Coloracion inmunohistoquimica.

El estudio inmunohistoquimico de la proteina P53 se realizé en el laboratorio del area
de inmunohistoquimica y coloraciones especiales del Servicio de Anatomia Patoldgica
del Hospital Victor Lazarte Echegaray.

Tratamiento de las biopsias previo a la coloracion.
Utilizando un micrétomo se realizaron cortes histolégicos de 5 micras de espesor de los
tejidos incluidos en bloques de parafina, correspondiente a cada caso en estudio. Los
cortes obtenidos de biopsias fueron tratados con el fijador poly-1-lisina posteriormente
fueron depositados sobre laminas porta objeto. Luego sometidos a los procesos de
desparafinacion e hidratacion de los tejidos.

Coloracion y Deteccion inmunohistoquimica (IHQ) de la proteina P53.
Para la inmunoreaccion de la proteina P53 en los cortes histologicos antes tratados
pasaron por el protocolo determinado para complejo Biotina-Streptavidina-Peroxidasa.
Cada caso fue sometido a un pool de anticuerpos marca Dako aplicando el método de
Biotina-Streptavidina-Peroxidasa (protocolo Dako) y el anticuerpo monoclonal primario
especifico para anti-P53. La inmunoreaccion fue revelada con diaminobenzidina.

Demostracion de Inmunotincion.

El patron de distribucion que determiné la presencia de la proteina P53 fue granular, de
color pardo rojizo y de localizacion intranuclear, teniendo como referencia controles
positivos conocidos y trabajados simultaneamente con los casos del estudio. Se
consideré como caso negativo aquel que presentd al menos dos células marcadas.

Observacion de laminas de IHQ para determinacion de acumulacion de la proteina
P53.

La observacion de laminas se realizd utilizando un microscopio Optico de marca
Olympus modelo CX21, se observo a 100 y 400 aumentos. Se tuvo en cuenta la
coloracion monoclonal con anticuerpo anti-P53, clasificdndola con “+” para la presencia
de la proteina P53 acumulada y con “-” cuando no exista presencia de la misma o
presentd menos de 2 células con el nucleo coloreado. Estas clasificaciones fueron
redactadas en la lista de cotejos integrada.

Observacion de las lAaminas Hematoxilina—Eosina (H-E)

La observacion de laminas se realizd utilizando un microscopio Optico de marca
Olympus modelo CX21, se observo a 100 y 400 aumentos. Para la observacion de este
tipo de coloracion se sigui6 el esquema segtin Zavala.?’

Procesamiento estadistico de datos

Los datos obtenidos fueron expresados en porcentaje y figuras, utilizando Excel
Profesional 2010.
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RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestra que el 52.50 % de los casos, corresponde a displasias leves, el
30.00 % corresponde a displasias moderadas; y el 17.50 % corresponde a displasias
severas del total de casos estudiados. Ademads, se aprecia que en displasias leves se
encontraron doce casos positivos para sobrexpresion de la proteina P53 representando
un 50.00 % del total de casos positivos analizados, para displasias moderadas se observa
siete casos positivos para sobrexpresion de la misma, representado en 29.17%; del
mismo modo en displasias severas, se reporta cinco casos positivos para la
sobrexpresion, representado en 20.83 % del total de casos positivos analizados.

En la Tabla 2 se indica el porcentaje de casos positivos y negativos de sobrexpresion de
la proteina P53 en epitelio ectocervical de pacientes con displasias leves; de veintiun
casos analizados de displasia leve, el 57.14 % representado por doce casos, mostro
positivo al inmunomarcaje.

En la Tabla 3 se observa el porcentaje de casos positivos y negativos de sobrexpresion
de la proteina P53 en epitelio ectocervical de pacientes con displasias moderadas; de
doce casos analizados de displasia moderada, el 58.33 % representado por siete casos,
arrojo positivo al inmunomarcaje.

En la Tabla 4 se indica porcentaje de casos positivos y negativos de la sobrexpresion de
la proteina P53 en epitelio ectocervical de pacientes con displasias severas; de siete
casos analizados de displasia moderada, el 71.43 %, representado por cinco casos,
arrojo positivo al inmunomarcaje.

La Tabla 5 muestra el porcentaje de casos positivos con hiperexpresion de la proteina
P53 en epitelio ectocervical de pacientes con displasias; observando un 33.00 % del
total de positivos para hiperexpresion representados en ocho casos.

DISCUSION

Se encontré un 60% con sobrexpresion de P53 (P53+) del total de casos de displasia
(Tabla 1), lo cual difiere con los resultados hallados por Guerrero y Castilla® quienes, en
un estudio de displasias encontraron 27.27% de casos con sobrexpresion de P53. Sin
embargo, se muestran similares a los reportados para mutacion del gen p53; y la
sobrexpresion inmunohistoquimica de la proteina P53, la cual no supera el 60% y 50%
segun lo citado por Roa.'>!?

La tendencia respecto a la incidencia de casos con P53+ se mantiene segun el grado de
displasia (Tabla 5), esto refleja una relacion inversa obteniendo mayor nimero de casos
con displasia leve (DL) frente a, los de displasia moderada (DM) y éstos a su vez son
mayores a los casos de displasia severa (DS); es asi que Guerrero y Castilla®, obtuvieron
porcentajes de  53.33>40.00>6.67 (DL>DM>DS) respectivamente. Astudillo!® halld
una tendencia totalmente inversa (DS>DM>DL), ello puede atribuirse al criterio usado
para determinar la proteina P53+ la cual consider6 como tal, si presentaba
inmunoreaccion citoplasmatica o nuclear, asi como al criterio de seleccion de la
muestra. El incremento de P53+ descrito por Roa'®, se relaciona a los grados mas leves

5
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de displasia, reduciéndose en estados mas avanzados. Asi mismo, se reportan que los
carcinomas bien diferenciados tienen menor probabilidad de expresar acumulacion de
P53 que otros grados menores, esto podria ser un factor mas por el cual los tumores bien
diferenciados son en general menos agresivos.2’

La proteina en estado salvaje del gen p53, tiene una alta tasa de recambio que le
confiere una vida media muy corta de (20-30 min), lo que significa que el nivel de
degradacion es mayor al de su formacion?!, esto determina que en condiciones normales
no pueda ser detectada inmunohistoquimicamente. Sin embargo, al mutar el gen se
produce una proteina defectuosa, que no puede ser degradada, acumulandose por tener
una vida media larga mayor a seis horas, permitiendo de esta manera su
inmunodeteccion'®. Los anticuerpos empleados en inmunohistoquimica no pueden
discriminar entre P53 mutante y P53 salvaje, por lo tanto, toda proteina P53 detectable
inmunohistoquimicamente es considerada mutante, como se observa claramente en el
grupo de 24 displasias inmunoreactivas analizadas. Sin embargo, es necesario tener en
cuenta que un incremento de la P53 tipo salvaje puede ocurrir en el proceso de
reparacion del ADN, facilitando su deteccién inmunohistoquimica.®

Los resultados encontrados (Tablas 2 al 4) son diferentes a los establecidos por
Guerrero y Castilla®, con valores inferiores a 50% para P53+ en cada tipo de displasia
evaluada, asi mismo consideran que en casos de displasias con ausencia de
inmunoreaccion, es necesario considerar y discutir la posibilidad de una coloracion falso
negativo, la cual podria significar en algunos casos un gen p53 mutado con
inmunoreaccion negativa. Esto se puede explicar como una deleccion que permite la
ausencia de produccion de la proteina P53 o por una mutacién puntual que no pueda
estabilizar suficientemente a la proteina y sea necesario un mecanismo adicional asi
como un estado transformado o avanzado de agresividad del tumor, eventos requeridos
para una coloracién P53 positiva.!> En relacion a la presencia de una P53 mutada, algo
similar podria ocurrir en la interpretacion del falso positivo, inmunoreaccion que puede
confundirse como una consecuencia de la interrupcion de los eventos de degradacion de
laps53.8

Es importante mencionar, que la oncoproteina E6 de los HPV de riesgo elevado, se liga
a la proteina de tipo salvaje p5S3 promoviendo su degradacion e inhibiendo la estabilidad
y activacion, lo que normalmente deberia ocurrir, en respuesta a la expresion del
oncogén HPV-E7, el mismo que permite la pérdida de la funcidén normal del anti-
oncogén y consecuentemente favorece la carcinogénesis cervical.®*2

Cuando el ADN esta dafiado, p353 se activa para mantener la integridad de su secuencia,
bien deteniendo ciclo celular mientras el dafio es reparado, o alternativamente,
dirigiendo la célula hacia la apoptosis. El p53 detecta la presencia de dafio celular
mediante dos quinasas relacionadas, Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) y Ataxia
Telangiectasia and Rad3 Related (ATR), que detectan diferentes tipos de lesiones en el
ADN, pero ambos activan vias de sefializacion similares, fosforilando diversas proteinas
implicadas en la reparacion del ADN. La fosforilacion de P53 la libera de su asociacion
con Mdm2, por lo que su vida media aumenta y puede ejercer su funcion de factor
transcripcional, aumentando la expresion de genes importantes para la reparacion del
dafio en el ADN, para inhibir la progresion a través del ciclo celular (p27) y para
promover la apoptosis en caso necesario (BAX).'?


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=BAX&action=edit&redlink=1
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Hay que tener en cuenta que no siempre se observa inmunomarcaje para la proteina P53
en cancer de cuello (CC), y la experiencia muestra que en este sentido, ha sido similar a
la de otros investigadores; sin embargo algunos consideran que la presencia de P53 se
incrementa con los grados de NIC y con el mal pronéstico, por lo que han planteado que
esta proteina deberia detectarse en el CC.%

Tabla 1. Porcentaje de casos con displasias y sobrexpresion de proteina P53 en el epitelio ectocervical de
pacientes con displasias en el hospital Victor Lazarte Echegaray, 2012.

Grados N° de casos % N° de casos P53(+) %
de
Displasia
Leve 21 52.50 12 50.00
Moderada 12 30.00 7 29.17
Severa 7 17.50 5 20.83
Total 40 100.00 24 100.00

Tabla 2. Porcentaje de casos positivos y negativos de sobrexpresion de la proteina P53 en epitelio
ectocervical de pacientes con displasias leves en el hospital Victor Lazarte Echegaray. 2012

Displasia Cervical Leve

Marcaje N° de cosos %
P53(+) 12 57.14
P53(-) 9 42.86
Total 21 100



SCIENDO 18(1): 1-11, 2015 Afiler-Hornay col.

Tabla 3. Porcentaje de casos positivos y negativos de sobrexpresion de la proteina P53 en epitelio
ectocervical de pacientes con displasias moderadas en el hospital Victor Lazarte Echegaray. 2012

Displasia Cervical Moderada

Marcaje N° de cosos %
P53(+) 7 58.33
P53(-) 5 41.67

Total 12 100

Tabla 4: Porcentaje de casos positivos y negativos de la sobrexpresion de la proteina P53 en epitelio
ectocervical de pacientes con displasias severas en el hospital Victor Lazarte Echegaray.2012

Displasia Cervical Severa

Marcaje N° de cosos %
P53(+) 5 71.43
P53(-) 2 28.57

Total 7 100

Tabla 5: Porcentaje de casos positivos con hiperexpresion de la proteina P53 en epitelio ectocervical de
pacientes con displasias en el hospital Victor Lazarte Echegaray.2012

Grados de N° de casos N° de casos con %
Displasia PS3(+) Hiperexpresion
Leve 12 2 25
Moderada 7 3 37.5
Severa 5 3 37.5
Total 24 8 100
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Se obtuvo mayor incidencia de P53+ en displasias severas. La especulacion del falso
negativo y falso positivo obliga a realizar estudios mas profundos utilizando técnicas
moleculares altamente especificas para mutaciones de p53, se debe tener en cuenta, que
los resultados obtenidos pudieron ser afectados por diferentes factores como, la técnica
utilizada, la manipulacion de la muestra, el tipo de material empleado, calidad de los
reactivos, el tiempo de fijacion y coloracion.?*?°

Un dato importante que no estd consignado en las investigaciones de diferentes autores,
es aclarar si los procedimientos inmunohistoquimicos fueron realizados manualmente o
con equipos automatizados; este ultimo reduce riesgos de errores.®

CONCLUSIONES

Mediante técnicas inmunohistoquimicas se logré detectar la sobrexpresion de la
proteina P53 en el 60% de las biopsias de epitelio ectocervical con displasia.

Las displasias de grado leve mostraron mayor tendencia a la sobrexpresion de la
proteina P53 de todas las biopsias analizadas.

La hiperexpresion de P53 mostr6 un 20% del total de biopsias analizadas.

La deteccion inmunohistoquimica de P53 sugiere su relacion con los procesos
tempranos de la carcinogénesis de cuello uterino.
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