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RESUMEN

Objetivo: Determinar la expresion p53 en las lesiones premalignas y malignas del
cérvix en las pacientes de la consulta externa del servicio de Ginecologia del Hospital
Materno Infantil durante el periodo de julio de 2008 a diciembre de 2009.

Material y métodos: Se realizd un estudio de tipo descriptivo transversal.
Estudiandose una muestra de 90 pacientes de un universo de 209 pacientes. Las
pacientes se caracterizaron segun sus factores de riesgo ademas se tomé biopsia por
colposcopia y/o conizacidn a las pacientes con sospecha clinica de lesion premaligna o
maligna del cérvix uterino. Las biopsias fueron incluidas en bloques parafina para la
tincion con Hematoxilina — Eosina, y luego a la recuperacion del antigeno p53,
utilizando un anticuerpo policlonal mediante la técnica de inmunoperoxidasa, para su
posterior analisis estadistico.

Resultados: La edad media fue de 40.9 afios (rango 18-105 afios). La escolaridad
media fue de 6.8 afios, con rango de 1 a 15 afios. EI 50% (45) de las pacientes refirié
haber tenido solo una pareja sexual. El 92.2% (83) de las biopsias fueron en
sacabocado y 7.8% (7) fueron conizaciones. De los resultados de biopsia el 10% (9
casos) fueron carcinoma de células escamosas invasor, lesion de intraepitelial
escamosa de alto grado - NIC 11l 23.3% (21 casos), NIC Il 23.3% (14 casos), NIC |
33.3% (30 casos) y el 16 casos (17.8%) correspondié a otras lesiones donde se
incluyen endocervicitis cronica, pdlipo endocervical, negativo por malignidad, cambios
reparativos atipicos. Se realizd identificacion de la proteina p53, en 73 casos
clasificados previamente como lesion premaligna y/o maligna del cérvix, obteniendo
los siguientes resultados; de los carcinomas de células escamosas 6 de 9 casos
(66.67%) presentaron positividad nuclear, NIC Ill 12/21 casos positivos (57.14%), NIC
[13/14 casos positivos (21.42%),NIC 112/30 casos positivos (40%).

Palabras clave: Proteina p53, Carcinoma de células escamosas, neoplasia
cervical intraepitelial.
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ABSTRACT

Objective: To determine the expression p53 in malign and pre-malignlesions of the
cervix in the patients of the Consulta Externa of the Service of Gynecology of the
Hospital Materno Infantil during the period of July 2008 to December 2009.

Material and method: A study of cross-sectional descriptive type. Studying a
sample of 90 patients of a Universe of 209. The patients were characterized
according to their risk factors, in addition biopsy by colposcopy and/or conizacion
to the patients with clinical suspicion of malign or pre-malign injury of uterine cervix
were made. The biopsies were including in paraffin blocks for the staining with
Hematoxilina - Eosin and posterior the recovery of the antigen p53, using a
policlonal antibody by means of the inmunoperoxidase technique of, for its later
statistical analysis.

Results: The mean age was of 40,9 years (rank 18-105 years). The average
schooling was of 6,8 years, with rank of 1 to 15 years. 50% (45) of the patients
referred to have had single a sexual pair. The 92,2% (83) of the biopsies were in
punch and 7,8% (7) were cones. Of the biopsy results 10% (9 cases) were invasive
carcinoma of squamous cells, 23,3% (21 cases) High degree intraepithelial lesions -
CIN 1l CIN 11 23,3% (14 cases), 33,3% (30 cases) where CIN | and 16 cases
(17,8%) corresponded to other injuries where chronic endocervicitis, endocervical,
polyp by atypical reparative changes were included. The identification of the protein
p53, was made in 73 cases previously classified as malign or pre-malign lesions of
the cervix, obtaining the following results; 6 of 9 cases of of carcinomas of squamous
cells (66,67 %) presented/displayed nuclear positividad, NIC |1l 12/21 positive cases
(57,14%), NIC 11 3/14 positive cases (21,42%), NIC | 12/30 positive cases (40%).

Key words: protein p53, squalors carcinoma cell, cervical intraepithelial
neoplasia.
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INTRODUCCION

El gen supresor tumoral p53 se detecta de forma normal en el nucleo de todas las
células del organismo, en situaciones de estrés celular, particularmente cuando se
produce dafio al ADN. El gen p53 contrarresta la progresion del ciclo celular,
permitiendo la reparacion del ADN o apoptosis .

En el cancer cuando existen mutacion del gen p53, se desencadena una
proliferacion celular descontrolada con reparacion ineficiente del ADN e
inestabilidad del genoma. Ante este dafio los niveles séricos del anticuerpo anti p53
se hacen detectables.

Se estima que la mutacién del gen p53 es el evento genético mas frecuente en los
canceres humanos y esta presente en mas del 50% de los casos, por lo que, enel
carcinoma epidermoide del cérvix, algunos factores de riesgo como ser el virus del
papiloma humano (tipo 16,18) reportado en el 95% de los casos, multiples parejas
sexuales, anticonceptivos orales e historia familiar de carcinoma epidermoide,
desencadenan inestabilidad en el ciclo celular y genes de supresion tumoral entre
ellos p53.

Esta neoplasia ocupa el segundo lugar en mujeres en todo el mundo, reportandose
anualmente 500,000 nuevos casos con alta mortalidad en mujeres de paises en
desarrollo. En Honduras, es el cancer mas frecuente y representa la primera causa
de muerte en mujeres en edad fértil.

MATERIALY METODOS

Se realiz6 un estudio descriptivo transversal en el area de consulta externa del
servicio de Ginecologia del Hospital Materno Infantil durante el periodo de julio de
2008 a diciembre de 2009. El universo lo constituyd 209 pacientes, y la muestra fue
de 90 pacientes con lesion premaligna o maligna del cérvix. A las pacientes se les
explicé de forma clara y precisa los objetivos del estudio. Se recolectd la informacion
en un instrumento previamente validado por el comité de Etica de los postgrados de
medicina, en el cual consté de 14 preguntas cerradas, donde se incluyeron datos
generales (edad, procedencia, ocupacion, estado civil, nivel de escolaridad, ingreso
familiar, tipo de vivienda), antecedentes personales (infecciones de transmisién
sexual, tipo de tratamiento recibido, numero de parejas sexuales), tipo y resultado
de biopsia, tipo de lesion premaligna o maligna y reactividad para p53. La
participacion fue voluntaria y solo se consideraran reclutadas para el estudio las
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mujeres (0 sus representantes legales en caso de ser menores de edad) que
voluntariamente firmaron el consentimiento informado.

Una vez aplicada la encuesta, se recolect6 biopsia colposcopica y/o conizacion, las
cuales se fijaron en formalina bufferada al 10%, se realizd coloraciones de rutina
Hematoxilina y Eosina y técnicas de inmunoperoxidasa para determinar las
caracteristicas biologicas de la neoplasia (positividad o negatividad por malignidad,
tipoy grado histologico de la lesion, profundidad de la invasion e infiltracion vascular
y glandular positividad del anticuerpo p53.).

Con respecto a la técnica de inmunoperoxisada para la obtencion y marcaje del
anticuerpo p53, consta de cinco pasos, como se describe:

A. Cortes: Se realizaron cortes de tejido incluido en parafina, se procedié a
desparafinar el de tejido en xileno, dos veces durante cinco minutos cada vez, luego
a hidratar con etanol absoluto dos veces durante cinco minutos, se continud
hidratando con etanol al 95%, dos veces por 5 minutos cada vez, y se procedié a la
lavaren PBS por 10 minutos.

B. Blogueo: los cortes de tejido fueron bloqueados para inhibir la perdxidasa
enddgena con (90 ml de metanol, 5 ml de agua destilada, 5 ml de perdxido al 30%), a
temperatura ambiente durante 20 minutos en cdmara humeda, luego se procedié a
lavar con PBS tres veces durante tres minutos cada vez, se secd el exceso, se
afiadieron gotas de suero de oveja diluida 1:100 al 1% en PBS, se incubaron
durante 30 minutos a temperatura ambiente.

C. Incubacién se procedi6 a la incubacion del tejido con el anticuerpo primario
(anticuerpo monoclonal de conejo) en una dilucién de 1:500 en PBS, se procedié a
incubar a temperatura ambiente en camara humeda, se lavaron las laminas con
PBS tres veces en tres minutos en cada ocasion.

D. Se incubaron los tejidos con anticuerpo policlonal p53 de tipo salvaje de ciclina
D1 (CD1.1) ALX-8D4539-C100AXXOR en una dilucién de 1:50 en PBS, a
temperatura ambiente, durante 30 minutos en camara humeda, se lavaron las
laminas cinco veces en PBS durante tres minutos en cada ocasion.

E. Revelado: se incubd con solucidn reveladora cinco ml de agua destilada, dos
gotas de solucion de peroxidasa, tres gotas de Tris Buffer, dos gotas DAB sustrato.
Detener la reaccidn antes de los seis minutos con agua. Tefir con hematolixina de
Meyer (coloracion de contraste) durante cinco minutos, luego se lavo con agua.

66 | Direccion de Investigacion Cientifica



Inmunorreactividad de la proteina p53 en lesiones premalignas y malignas del ....

Luego se deshidrataron las laminas en etanol al 95%, una vez durante tres minutos,
luego con etanol absoluto tres veces durante tres minutos cada vez y xilol dos veces
durante cinco minutos cada ocasion, y se procedi6 a montar con balsamo de
Canada. La totalidad de las muestras fueron estudiadas por los patologos del
Hospital Escuela, y posteriormente por el patélogo asesor del proyecto de
investigacion en dos tiempos, y sin conocimiento previo del diagndstico original. De
existir discordancia diagnostica se recurrié a un tercer patélogo para llegar a un
diagnostico consensuado. Para realizar el respectivo analisis descriptivo se tabuld
los resultados con el programa estadistico Epi Info version 3.3.6 de 2007.

RESULTADOS

Se recolectd un total de 90 biopsias de las pacientes que asistieron a la consulta
externa de Ginecologia del hospital Materno Infantil con sospecha clinica de lesién
pre-neoplasica y neoplasica del cérvix durante el periodo de julio de 2008 a
diciembre de 2009, las cuales tenian una media de edad de 40.9 afios (rango 18-105
afos) de escolaridad media de 6.8 afios con un rango de 1 a 15 afios y con un
ingreso monetario promedio de L 1,001.00 a 3,000.00 (tres pacientes se negaron a
proporcionar este dato).

Como parte del estudio, se determiné el niumero de parejas sexuales encontrando
que el 50 por ciento habia tenido una pareja sexual, seguido de 41.1 por ciento de
pacientes con 2 a 3 parejas sexuales y solamente una paciente habia tenido de 6 a
10 parejas sexuales (ver tablaN° 1).

Tabla No. 1. Numero de parejas sexuales de las pacientes
que asistieron a la consulta externa de julio de 2008 a diciembre 2009

Numero de parejas Frecuencia Porcentaje
sexuales
1 45 50.0%
2:3 37 41.1%
4-5 7 7.8%
6-10 1 1.1%
Total 90 100.0%

* Departamento de Anatomia Patoldgica, Hospital Escuela
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En este estudio, contrario a lo que se reporta en la literatura, el nimero de parejas
sexuales no fue factor de riesgo determinante para carcinoma de cérvix porque el
57.14% de las pacientes con carcinomas referian haber tenido solo una pareja.
(ver TablaNo.2)

Tabla No. 2. Relacion de carcinoma de células escamosas
con numero de parejas sexuales

Nimwo s it P
1 4 47.14%
2-3 5 42.85%
4-5 0 0%
6-10 0 0%
11-20 0 0%
>20 0 0%
Total 9 100.0%

* Departamento de Anatomia Patoldgica, Hospital Escuela

Se estudio la sintomatologia de las pacientes encontrando que la secrecion vaginal
fue el Unico signo contribuyente el cual estuvo presente en el 81.1% de todos los
casos, esto es congruente con la literatura la cual reporta que las infecciones
vaginales manifiestas con secrecion vaginal constituyen un factor de riesgo de las
lesiones pre neoplasicas y neoplasicas de cérvix.

Del total de las biopsias se recibieron un 92.2% en sacabocado (83/90 casos)y el
7.8% restante fueron obtenidas por cono cervicales. (ver Tabla No.3)
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Tabla No. 3. Analisis del tipo de biopsia de las pacientes que asistieron a la
consulta externa de julio de 2008 a diciembre 2009

Tipo de biopsia Frecuencia Porcentaje
Cono 7 7.8%
Sacabocado 83 92.2%
Total 90 100.0%

* Departamento de Anatomia Patolégica, Hospital Escuela

Los resultados de las biopsias son resumidos en la Tabla 4.

Tabla No. 4. Resultados de las biopsias segun clasificacion de la OMS

Resultado de la

biopsia Frecuencia Porcentaje
Carcinoma invasor 9 10%
NICIII 21 23.3%
CiCll 14 15.6%
CICI 30 33.3%
Otro 16 17.8%
Total 90 100.0%

* Departamento de Anatomia Patoldgica, Hospital Escuela

Un 17.8% que representa 16/90 casos entraron en la categoria de otros dentro de
los cuales se incluyeron: endocervicitis cronica 12 casos, pdlipo endocervical un
caso, negativos por malignidad dos casos, cervicitis con cambios reparativos
atipicos un caso. Se realizd la técnica de inmunoperoxidasa en 74/90 biopsias
cervicales para determinar lainmunorreactividad del gen p53, excluyéndose los 16
casos que fueron reportados dentro del aparado de otros. Los resultados fueron
positivos en el 44.5% (33/74 casos) distribuidos de la siguiente manera: 66.67%
carcinoma invasor, 57.14% NIC Ill, 21.42% NIC Il y 40% NIC I. La Inmunotincion fue
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restringida al epitelio como marcador de tincidn nuclear, observandose que en los
carcinomas in situ (NIC Ill) (Foto 1), la tincion fue positiva en el espesor total de
epitelio (Foto 2) a diferencia de las lesiones intraepiteliales escamosas de alto y
bajo grado (NIC Iy NIC 1) endonde latincion fue variable tanto en las capas basal,
suprabasal y media (Foto 3).

Se demostrd una correlacién positiva entre el grado de la lesion y la expresion de
inmunotincidn para p53 en lo que es carcinoma invasor y NIC lll, no asi en lo que es
NIC Il, esto deducimos se debe a que la sobre expresion de p53 es mayor en
lesiones con una mutacion mas estable del gen p53 de lo que se puede encontrar en
los NIC II. La expresion de p53 en las lesiones activas por VPH con cambios
citopaticos (Coilocitos NIC 1) explican porque la correlacion es algo mayor en NIC |
queenNIClI (ver Tabla 5).

Foto 1. Lesion Intraepitelial de  Foto 2. La lesion anterior con  Foto 3. Lesion Intraepitelial de
Alto Grado, NIC Il mostrando  inmunotincion p53 positividad Bajo Grado NIC I con tincién
células tumorales en todo el citoplasmética y nuclear en p53 positiva en células
espesor del cérvix capas basal, media y superficial  epiteliales de la capa basal

Tabla No. 5. Correlacidn entre la expresion de p53 'y
el grado de lesion epitelial

& 4,18

2512
* 29

Carcinomalnvasor,6

& Carcinomalnvasor,3

* Departamento de Anatomia Patolégica, Hospital Escuela

70 | Direccion de Investigacion Cientifica



Inmunorreactividad de la proteina p53 en lesiones premalignas y malignas del ....

CONCLUSION

El estudio demostro que la inmunoreactividad de p53 fue mayor en las lesiones de
alto grado (NIC Ill) y carcinoma invasor con un 57.14 y 66.67% respectivamente,
con una correlacion positiva como lo apoya la literatura en donde a mayor grado de
lesion tanto premaligna y maligna, mayor sera la expresion de p53. La sobre
expresion de p53 se observa tanto en lesiones neoplasicas como en lesiones
premalignas en la presencia del VPH por lo que es un marcador que se utiliza sobre
todo para la diferenciacion de lesiones escamosas displasicas y neoplasicas de las
metaplasicas e hiperplasicas .

En la actualidad, a mas de 30 afos de estudio sobre el gen p53 se desarrollan aun
nuevas terapias enfocadas en evitar la degradacién de la proteina p53, ya sea
bloqueando la proteina E6 del VPH o el bloqueo de otros antagonistas del gen p53
recalcando la importancia de continuar estudiando esta proteina y laimportancia de
demostrar su sobreexpresion en lesiones cervicales.

Con lo anterior podemos concluir que las técnicas de inmunohistoquimica son un
instrumento muy Util para la deteccion de lesiones escamosas de alto grado del
cérvix y una herramienta indispensable para el ejercicio diagnostico del residente.
Se concluye ademas que laimplementacidn de la técnica de inmunohistoquimica es
factible en el laboratorio de histotecnologia del Departamento de Patologia del
Hospital Escuela con el equipo, recurso humano e infraestructura disponible
actualmente.
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