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RESUMEN

OBJETIVOS: Determinar la frecuencia de acumulacién de Ia proteina p53 en biopsias de
pacientes con cancer pulmonar y encontrar su correlacién con la edad y sexo del paciente, y el
grado de diferenciacién del tumor. MATERIAL Y METODOS: Se estudié retrospectivamen-
te 201 biopsias pulmonares fijadas en formol e incluidas en parafina, las cuales correspondie-
ron a 87 adenocarcinomas, 88 carcinomas epidermoides, 15 carcinomas de células grandes y
11 carcinomas de células pequenas. Se empleo el método inmunohistoquimico estreptavidina-
biotina-peroxidasa con el anticuerpo DO-7 y un pretratamiento con microondas para recupe-
rar los antigenos. RESULTADOS: La frecuencia global de acumulacion de p53 fue 59,7% y
por tipo de tumor 63,2%, 55,7%, 73,3%, y 45,4 %, respectivamente. CONCLUSIONES: La
acumulacién de proteina p53 se correlacioné inversamente con el grado de diferenciacién del
tumor, y no se correlacioné con el sexo ni la edad de los pacientes.
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FREQUENCY OF p53 ACCUMULATION IN BICPSIES OF PATIENT WITH LUNG CAN-
CER. HOSPITAL NACIONAL GUILLERMO ALMENARA, 1990 - 1998

SUMMARY

OBJECTIVE: To determine the frequency of p53 protein accumulation in biopsies of lung
cancer patients and to find a correlation between p53 accumulation and patients' age and
gender and the differentiation of the tumor. MATERIAL AND METHOD: 201 formalin fixed,
paraffin embedded lung tissue sections corresponding to 87 adenocarcinomas, 88 squamous
cell carcinomas, 15 large-cell carcinomas, and 11 small-cell carcinomas were retrospectively
studied. We have used the labeled streptavidin biotin immunohistochemical method with
antibody DO-7, and a microwave pretreatment to recover the antigens. RESULTS: The glo-
bal frequency of p53 accumulation was 59,7% and the frequency regarding to tumor type
was 63,2%,55,7%,73,3%,and 45,4%, respectively. CONCLUSION: The protein p53 inversely
correlated with the degree of tumor differentiation, but there is no correlation between p53
and patients’ gender neither age.
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INTRODUCCION

El cdncer pulmonar es uno de Jos de mayor inciden-
cia en nuestro medio. Entre los afios 1990-1991 ocupd
el tercer y quinto lugar de frecuencia en varones y muje-
res, respectivamente (). Histolégicamente puede ser cla-
sificado como epidermoide, adenocarcinoma, de célu-
las pequefias y de células grandes; los dos primeros pue-
den ser caracterizados como bien, poco 0 medianamen-
te diferenciados.

La decisidn del manejo terapéutico del paciente se
basa en e] andlisis de los marcadores prondsticos tra-
dicionales (*?); sin embargo, dichos factores tienen re-
lativamente bajo valor predictivo, pudiendo traducirse
en un tratamiento deficiente frente a una enfermedad
agresiva, o toxicidad innecesaria de la terapia frente a
un tumor de bajo riesgo. Actualmente se estdn estu-
diando marcadores biolégicos como factores pronés-

ticos mas objetivos, entre ellos p53 (4), una

fosfoproteina nuclear de 53Kd y 393 aminoécidos, de
aparicién y desaparicidon muy rdpida (tiempo de vida
media 6 a 20 min). Se encuentra en todas las especies
vertebradas (*%) y tiene la funcién de controlarc [a co-
rrecta duplicacién del ADN o su reparacion. En caso
de dano al ADN, la concentracidn de p53 se incrementa
v detiene el ciclo celular entre las fases G1 y S, dando
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tiempo para su reparacién; si el daiio es grave, induce
la muerte celular programada o apoptosis en algunas
células (7). Dicha funcidn es crucial en la prevencidn
del nacimiento de células con genomas aberrantes (en-
tre ellas las de caracteristicas malignas). Los
carcindgenos pueden inducir alteraciones en el gen que
codifica la proteina p53, tales como mutaciones pun-
tuales o pequefnas delecciones que se traducen en una
proteina mutada con caracteristicas variables de acuer-
do al tipo, lugar y sustitucién en el gen. Asi, p53 au-
mentaria su tiempo de vida media de 6 hasta24 hy se
acumularia por retroalimentacién (*) o por estabilidad
frente a las proteasas que normalmente la digiexen.
Puede también no cumplir su funcidén normal e inclu-
sive interferir con ésta y/o adquirir nuevas funciones
favorables al desarrollo del tumor (39).

Por estos motivos, p53 ha sido ampliamente estu-
diado en diversos tipos de cdncer, pero es en el cdncer
de mama donde se le ha encontrado mayor aplicacién
clinica, reportdndose una relacién entre la alteracién
de p53 y un pobre prondstico de ]a enfermedad, asi como
falta de respuesta a la radioterapia y a algunos agentes
quimioteripicos, en células con apoptosis dependiente
de p53 (19"). En cdocer de pulmoén se han realizado
varios estudios, algunos de los cuales se muestran en
Ja Tabla N° 1.

Tabla N° 1.- Hallazgos de acumulacidn de proteina p53 en cdncer de pulmén.

Investigadores Muestra Positivos Tipo Hallazgos
LiLungy col. 50 46% Epidermoide 31% Correlacién entre acumulacion de p53
(China) ('?) Adenocarcinoma 50%  y estadio nodal.
Cé&l. Grandes 100%
Suarez y col. 104 57.5% Epidermoide 58,9% Positividad alta de p53 se
(Espana) (%) Adenocarcinoma 52,5% correlaciond con mal
prondstico, recurrencia y corta
sobrevida.
Pueblitz y col 26 46% La acumulacién de p53 en
(EE.UU) (' pre-neoplasias puede predecir
la evolucidn a cdncer.
Quinlan y col 114 42% La acumulacién de p53 se correlaciond
(EE.UU.) () con mal prondstico, metistasis 'y

corta sobrevida.
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La acumulacién de p53 se define como la
sobreexpresién de la proteina detectable por métodos
mmunohistoquimicos, ya sea causada por la existencia
de proteinas mutadas o por interaccidn con determina-
dos virus u otras proteinas, pudiendo también represen-
tar una acumulacién fisiolégica (¥). Un método de de-
teccién ampliamente aplicado es la biotina marcada con
Estreptavidina (LSAB) empleando el anticuerpo
monoclonal DO-7, el cual reacciona con la proteina p53
normal o mutada; sin embargo, sélo se detecta la segun-
da puesto que la primera generalmente no se acumula.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la
presencia de acumulacién de p53 en células tumorales
de pacientes con cdncer pulmonar de nuestro medio,
correlacionando esta frecuencia con la edad y sexo del
paciente, asi como con el grado de diferenciacién celu-
lar del tumor.

MATERIAL Y METODOS

Se selecciond 201 casos de pacientes con cédncer
pulmonar primario atendidos entre los afios 1990-1997. Los
datos fueron obtenidos del archivo del Departamento de
Patologia del Hospitai Nacional Guillermo Almenara
Irigoyen.

Se tomé los datos de edad, sexo, tipificacién
histoldégica y grado de diferenciacién del tumor. Las
biopsias fijadas en formol e incluidas en parafina fueron
cortadas en secciones de 3pum de espesor, luego se retiré
la parafina, se hidratd y se les sometid a tratamiento de
recuperacién antigénica en hormo microondas, sumer-
giendo los cortes en tampén citrato 0,1 M, pH 6 por 15
min. Posteriormente, 1as muestras fueron tefiidas con el
método estreptavidina-biotina-peroxidasa, sometiendo
los cortes secuencialmente a: 1) Peréxido de hidrégeno
al 3% por 10 min, 2) Bloqueo con proteinas inertes por
10 min, 3) Anticuerpo murino anti-p53 diluido 1/100
por 20 min, 4) Anticuerpo biotinilado anti-IgG por 10
min, 5) Complejo estreptavidina-peroxidasa por 10 min,
6) Revelado con adicién de diaminobencidina (IDAB) -
peréxido de hidrégeno por tiempo suficiente hasta que
se observd cambio de color en los controles (aproxima-
damente 2 min). Se lavo las laminas con agua destilada
después de los pasos 1 y 6, y con PBS-Tritén después de
los pasos 3, 4 y 5. Finalmente, se contracolored con
hematoxilina de Mayer, se deshidratd, aclaré y realizé
el montaje con balsamo de Canada.
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Los controles fueron cortes de cdncer de pulmén y
mamario con reaccién positiva conocida. La reaccidén
positiva se evidenci6 con una tincidn intranuclear ma-
rrén. Se leyé 10 campos a 400 aumentos y se clasificé
la reactividad como negativa (ausencia de nicleos te-
nidos), positiva 1+ (tincidn de menos del 50%) y posi-
tiva 2+ (tincién de més del 50% de los nicleos). Los
casos que presentaron menos de 10 nicleos dispersos
tefiidos y que persistfan en la repeticidon se tomaron
como indeterminados. En el andlisis estadistico se em-
pled la prueba del Chi-cuadrado, aceptindose un nivel
de significancia de p <0,05.

RESULTADOS

De los 201 casos estudiados, 120 (59,7%) presenta-
ron tincién positiva para p53, 78 (38,8%) fueron nega-
tivos y 3 (1,5%) se catalogaron como indeterminados.
Respecto al grado de positividad, 71 casos (59,2%) fue-
ron 2+ y 49 (40,8%) fueron 1+.

Larelacidn entre la frecuencia de acumulacién y las
caracteristicas del tumor y del paciente se muestran en
la Tabla N° 2. La tincién positiva fue marrén, intranuclear
y heterogénea en intensidad, pero con distribucidn regu-
lar en la mayoria de los casos (Figuras N° 1 y 2), salvo 3
casos que presentaron un tefiido de distribucidn irregu-
lar 2 manera de grumos (Figura N° 3).

Fig. N° 1.- Tincién inmunohistoquimica intranuclear
marrén y heterogénea. Obsérvese que sélo se tifieron
los nicleos malignos (100X).

32



Anales de la Facultad de Medicina Vol. 60, N° 1 - 1999

Fig. N° 2.- Distribucidn regular de la tincién: la Fig. N° 3.- Distribucién irregular de la tincién a
coloracidn marrén se distribuye regularmente manera de grumos. Obsérvese que los nucleolos no
en todo el nicleo (400X). presentan positividad para p53 (400X).

Tabla N° 2.- Acumulacién de p53 y caracteristicas del tumor y del paciente
(Hospital Nacional Guillermo Almernara I. 1990 - 1997).

Tincidn Total Posittivo Negativo Indeterminado  Signif.
Caracteristicas ) n %% n % n estad.*
Del Tumor
Tipo Histopatologico NS
Adenocarcinoma 87 63,2 55 34.5 30 2.3 2
Carcinoma Epidermoide 88 55,7 49 44,3 39 0 0
Carcinoma de Cél. Grandes 15 73,3 11 20,0 3 6,7 1
Carcinoma de Cé€l. Pequeiias 11 45,4 5 54,6 6 0 0
Grado de Diferenciacién S
Bien diferenciado 31 38,7 12 61,3 19 0 0
Medianamente diferenciado 83 66,3 55 33,7 28 0 0
Poco diferenciado 87 60,9 53 35,7 31 3.4 3
Del Paciente
Sexo NS
Masculino 141 61,0 86 37,6 53 1.4 2
Femenino 60 56,7 34 41,7 25 1,6 1
Edad NS
< 49 afnos 26 53,8 14 46,2 12 0 0
50-59 afios 39 28,9 23 38,5 15 26 1
60-69 anos 66 63,7 42 34,8 23 1,5 1

1

>70 anos 70 58,6 41 40,0 28 1.4

*  Para el andlisis estadistico no se considerd los casos indererminados.
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DISCUSION

La frecuencia global de acumulacién de p53 obte-
nida en este estudio coincide con la de Sudrez y col.
("*) en Espafia, pero difiere de-los valores hallados por
Quinlan y col. en EE. UU. (**) y Li Lung y col. en Chi-
na ('?). Estas diferencias podrian reflejar la variabili-
dad en la frecuencia de acumulacién de acuerdo al pais
donde se realiza el estudio, sin embargo, debido a las
diferencia en las técnicas, calidad de la muestra y ma-
terial empleado, no es posible confirmar, con los datos
disponibles, fehacientemente esta hipétesis. Encontra-
mos que los resultados varian segun el tipo
histopatoldgico: para el carcinoma epidermoide se acer-
can a los encontrados por Sudrez y col., pero difieren
con los obtenidos por Li Lung y col. Mientras que en el
caso del adenocarcinoma guardan relacidn con Sudrez
y col. yLiLung y col., pero difieren de Pueblitz y col.
('**). En el caso del] cdncer de células pequefias y de
células grandes s6lo se estudid 15y 11 casos, respecti-
vamente, cifra que disminuyod la confiabilidad de los
céalculos. Las variaciones de frecuencia de acumulacién
entre el carcinoma epidermoide y el adenocarcinoma
pueden deberse a la diferencia en los carcindgenos que
las inducen: el adenocarcinoma estd mads relacionado
con la lesién tuberculosa y el carcinoma epidermoide
con el habito de fumar. Se ha demostrado que el benzol
pireno, presente en el humo del tabaco, produce muta-
ciones especificas de p53.

1.os carcinomas bien diferenciados tienen menor pro-
babilidad de expresar acumulacidn de p53 que los otros
grados, diferencia que se ha mostrado estadisticamente
significativa. Esto podria ser un factor mds por el cual
los tumores bien diferenciados son en general menos
agresivos.

El andlisis de la frecuencia de acumulacién de p53
segin edad y sexo de los pacientes no mostré ninguna
correlacién estadisticamente significativa

El anticuerpo primario DO-7 es mds sensible que
otros anticuerpos empleados para la deteccién de p53
y es capaz de reaccionar con el tipo normal as{ como
con el mutado ('®). En nuestro estudio no se encontrd
ninguna célula normal positiva, lo que sirvié como un
control negativo interno.

En cuanto a los tres casos con resultado indetermi-
nado, estos presentaron 4, 4 y 6 células tefiidas de dis-
posicién aislada, respectivamente. Esto tal vez se debe
a que la inmunotincién detectd proteina sobreexpresada
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fisiolégicamente. Para dilucidar s1 la inmunotincidn es
el resultados de genes alterados es necesario un estu-
dio de biologia molecular, tal como hibridacidn in situ
y secuenciacién. De otro lado, observamos tres casos
de tincidn distribuida trregularmente a manera de gru-
mos, semejante al patrén de tincién con hematoxilina,
los cuales correspondieron a adenocarcinomas. Cree-
mos que en estos casos la inmunotincidn detectd p53
en estrecha interaccién con el ADN, y no con el ARN,
puesto que no tifié los nucleolos.

La presencia de acumulaciéon de pS3 no debe ser
interpretada.definitivamente como mutacién del gen que
la codifica, y atn cuando fuera una mutacién, no todas
estdn relacionadas con el cdncer. El campo de estudio
de p53 es amplio y su posible papel en la génesis y
evolucidn del cdncer le han merecido numerosas in-
vestigaciones, muchas con resultados contradictorios,
adn cuando se acepta consensualmente que p53 estd
alterada en mds del 50% de los cdnceres humanos.

CONCLUSIONES

Encontramos sobreexpresion de la protefina p53 en
el 59,7% de las biopsias de cdncer de pulmén, y los
carcinomas bien diferenciados presentaron acumulacién
de p53 con menor frecuencia que los carcinomas con
otros grados de diferenciacidn. Por otro lado, la edad y
el sexo del paciente no influyeron en la posibilidad de
presentar acumulacién de p53.
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