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Antecedentes:

La muerte celtdar es un proceso dindmico en todo ser vivo. La homeostasis es
mantenida por un balance entre fa profiferacién y la muerte celular.(1)

Existen 2 formas distintas de muerte celular: necrosis y apoptosis.

La necrosis es una forma de muerte celular pasiva gue puede ser resultado de
un dafio celular agudoe. En este caso, las células tienden a hincharse y se
lisan.(1)

La apoptosis, por otro lado, es un proceso activo y fisioldgico. Es una muerte
celular programada y por lo tanto una forma de regulacién de las peblaciones
celulares. Es un proceso genéticamente programado que se ha denominado
“suicidio celular’(2).

Se caracteriza porque el niicleo se colapsa y la cromatina se condensa y forma
masas granulares en la periferia. El ADN se fragmenta. Se pierden las unicnes
intercelulares y desaparece el contacto con las células vecinas, hay
condensacion citoplasmica. El nicleo se fragmenta y estos fragmentos son
englobados por la membrana citoplasmatica, formando varios cuerpos
apoptoticos que después seran fagocitados por las células vecinas. No hay
reaccion inflamatoria(3).

En la piel, los queratinocitos, las células de Langerhans y los macréfagos
pueden fagocitar células apoptoticas(2).

En ta apoptosis hay delecién de células en forma aislada, contraccién nuclear ¥
formaci6n de cuerpos apoptéticos, pero como ya se mencioné la membrana se
conserva, los organelos se mantienen intactos y existe compactacion de la
cromatina en bandas densas uniformes.(3)

Por ofro lado, se ha demostrado que una falla en este proceso puede estar
envuelta en la patogénesis de una variedad de enfermedades humanas
incluyendo cancer, enfermedades autoinmunes, infecciones virales, etc.

Apoptosis y oncogenes.

Los genes supresores de tumores alcanzan su efecto oncogénico por
inactivacién mutacional de ambos alelos normales. En contraste los oncogenes
se derivan de los protooncogenes por mutaciones que conducen a una
activacion funcional aberrante. Es probable que requieran mutaciones de
multiples genes supresores y/u oncogenes para la génesis de la mayor parte de
las neoplasias humanas( 4).

Un gen supresor de tumor bien definido es el p-53 que se encuentra en
cromosoma 17p. Este esta con frecuencia mutado en un amplio rango de tipos
de canceres humanos y el porcentaje de mutacién varia ampliamente con el
tipo de cancer(2).

Son genes inhibidores de la apoptosis Ia familia bel, a la cual pertenecen bcl-2,
bel-x, bax, mel-1, bad y otros como el gen ras y bag-1.

Y los genes que favorecen la apoptosis son c-myc, p-53 y un receptor de
superficie celular de la familia del factor de necrosis tumoral llamado Fas que



promueve la apoptosis cuando se une con su ligando a través de la activacién
de proteasas.

El protooncogen Bcl-2, que originalmente fue clonado de la translocacion 14:18
presente en muchos infomas humanos de células B, esta involucrado en la
tumorogénesis por bloqueo de la apoptosis, pues previene la muerte de células
neoplasicas y  favorece su fransformacion maligna por supervivencia celular
prolongada mas que por proliferacion celular incrementada.

Entre ias causa de muerte de muerte celular que pueden ser bloqueadas por
Bcl-2 estan: La RUV, los rayos x y gamma, los virus, agentes quimioterdpicos,
FNTy, el gen p-53, entre otros(2)

Marco de referencia.

La apoptosis pude encontrarse en una amplia variedad de tumores de piel
benignos y malignos incluyendo carcinoma de células basales, carcinoma de
células espinosas, pilomatrixoma, queratoacantoma y carcinoma de células de
Merkel(1).

La expresion de Bcel-2 se ha observado en el carcinoma de células basales ¥
este tipo de crecimiento neoplasico esta posiblemente relacionado con una
conducta tumoral menos agresiva. Hay controversia con respecto a estos
reportes, ya que aungue por una lado se ha demostrado una alta expresién del
mismo, tambien se ha encontrado una alta tasa de muerte celular mediada por
apoptosis(5).

En contraste con el carcinoma de células basales, en el de células espinosas el
Bel-2 es detectable sélo en las células basales y se pueden observar un gran
nimero de células apoptoticas, mucho mayor que en el carcinoma de células
basales.

La proliferacion celular esta aumentada(1).

El gen supresor de tumor p-53 esta implicado en la reparacion del dafio al ADN
inducido por ta radiacién ultravioleta y en la induccion de la apoptosis causada
por esta. Una de las alteraciones genéticas mas tempranas en las lesiones
precancerosas cutaneas ocurre en p-53. La exposicion repetida a la luz UV
induce mutaciones genéticas, fomentando la progresion a carcinoma
espinocelular. Ademds existen reportes de que este gen también se expresa en
otras neopiasias malignas de piel como el carcinoma de células basales, y
melanomal1).

Planteamiento del problema.

{ Es la expresién de Bcl-2 mayor en el carcinoma basocelular que en el
espinocelular, el cual es mas agresivo?



¢ Es la expresion de p-53 mayor en el carcinoma espinocelular que en el de
celulas basales, ef cual es menos agresivo?

Justificacion.

En los Estados Unidos solamente, aproximadamente 400,000 a 500,000
personas desarrolian céncer de piel no melanoma cada afio. De estos, el
carcinoma basocelular es el tumor mas frecuente y por otro lado una quinta
parte corresponde a carcinoma espinocelular. La incidencia del céncer de piel
esta aumentando y es un problema de salud. Se puede presentar
précticamente en fodas las personas, pero es menos comtn en aquellas con
piel oscura.. Es principalmente en piel expuesta al sol y es ampliamente
aceptado que la radiacién UV es el principal factor etioldgico. La  probabilidad
de desarrollar un cancer de piel no melanoma es directamente proporcional con
la exposicion solar acumulada y disminuye directamente con la pigmentacion
de la pisl.

El comportamiento de estos dos tumores es diferente. En el caso del carcinoma
espinocelular, el tamafio y o avanzado del tumor puede correlacionarse con el
prondstico(8 ). El grosor y la profundidad de la invasién pueden ser predictores
Gtiles de potencial metastasico. La incidencia de metastasis varia en rangos
que van del 1 al 20%(7,8 ). Su crecimiento puede ser muy lento con bajo riesgo
de metastasis o por ofro lado puede tener un crecimiento rapido con una
elevada capacidad de metastasis

Por otro lado, la historia natural del carcinoma basocelular es de un lento
crecimiento con invasion progresiva y destruccion de tejidos adyacentes. Las
metastasis son muy raras van del 0.0028 al 0.1 % ( 9,10 )

El conocer la expresién de Bcl-2 en estos tumores puede ayudar a determinar
st comportamiento proliferativo y en cierta medida su capacidad de apoptosis

Objetivo.

Conocer el grado de expresion de Bel-2 y p-53 en dos tipos de cancer de piel,
uno aitamente proliferativo{ el espinocelular) y otro menos proliferativo(e!
carcinoma de células basales).
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Hipdétesis.
Si la expresién de Bcl-2 esta relacionada mas con supresion de apoptosis gue
con proliferacion celulary la expresién de p-53 es inductora de apoptosis, asi

como de proliferacién celular, entonces el carcinoma basocelular presentara
una mayor expresion de Bcl-2 y menor de p-53 que el espinocelular.

Disefio.

Estudio experimental, comparativo, transversal, prospectivo.

Material y método

Universo: Pacientes que acuden al servicio de Dermatologia con el diagnostico
de cancer de piel.

Muestra: Biopsias de piel en pacentes que acudieron al servicic de
Dermatologia del Hospital Manuel Gea Gonzdlez en el afio 2000 con el
diagnéstico de carcinoma basocelular y carcinoma espinocelular.,

Tamafio de la muestra; 22 casos divididos en dos grupos:11 con diagnéstico
de carcinoma basocelular y 11 con diagnoéstico de carcinoma espinocelular.

Criterios de Inclusidn

- Biopsisas con diagnéstico histolégico de Carcinoma basocelular nodular
pigmentado o espinocelular bien diferenciado.

Critenos de exclusion:

- Biopsias de piel con otros diagnosticos.

- Biopsias de piel de carcinoma basocelular y espinocelular pero con muestras
insuficientes para realizar diagnéstico histoldgico.

Variables:

- Independientes: Tipo de carcinoma basocelular y espinocelular.



- Dependientes: Expresion de Bcl-2 y p-53.

Parametros de medicién,

Independientes: A partir de laminillas se evaluaran las caracteristicas citolégicas
para establecer los diagnosticos carcinoma basocelula y espinocelular

Dependientes: Se realizard la técnica de inmunohisioguimica para detectar la
expresion de Bel-2 y p-53 en las laminillas con la escala de' Negativo(-),
débilmente positivo(+), moderadamente positivo(++) y fuertemenie
positivo(+++).

Procedimiento de captacion de la informacion.

a) Realizacion de biopsia a pacientes con sospecha clinica de Carcinoma
basocelular o espinocelular;

- Asepsia y antisepsia.

- Aplicacién intralesionzl de xilocaina al 2% como anestésico.

- Con un sacabocado(punch) se toma un fragmento de piel y posteriormente
se coloca en un frasco con formol, para después incluirla en blogues
parafina.

- Se realiza hemostasia y posteriormente se hace cierre con sutura no
absorbible, para refirar los puntos de 7 a 15 dias después.

- De los blogques de parafina se realizaran dos cortes de cada uno que se
colocaran en laminillas preparadas con Silano para evitar que se desprenda
el tejido durante fa realizacion de la técnica de inmunohistoquimica.

- Una vez que se tengan los 2 cortes que se mencionan se procedera a la
tecnica siguiente
a) Desparafinizacion(Con Xilol y alcchol).

b} Recuperacién antigénica(citrato de sodic 0.1 M, pH 6 = en olla de presién
para horno de microondas) por 20 minutos.

¢) Bloqueador de peroxidasas(H202 3%) por 5 minutos.

d) Blogueador de sitios inespecificos(suero normal de cabaillo) 10-20
minutos.

e) Colocacidn de anticuerpos primarios DO-7(p-53) y 124(Bcl-2) durante 30
minutos.

f) Colocacion de anticuerpo secundario biotinilado{Dako) por 20 minutos.

g) Colocacion de complejo enzimatico(estreptavidina conjugade  con
peroxidasa, Dako) por 20 minutos..

h} DAB(Dako) por 5 minutos.

i} Contratincioén con hematoxilina de Meyer.

- Una vez obtenida la técnica de inmunohistoguimica , las muestras se
evaluran para la inmunoexpresion de Bcl-2 y p-53 en un microscopio de
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campo claro en un aumento de 10x y 40x. La cantidad de expresidn sera
evaluada de acuerdo a una ordinal semicuantitativa donde (-)= Negativa,
(+)=Levemente positivo, (++)= Moderadamente positvo (+++)=
Intensamente positivo.

Seran vaiorados estos resuitados por dos observadores expertos.

HOJA DE CAPTURA DE DATOS.

(Anexo).

RECURSOS MATERIALES:

Guantes.

Cubrebocas.

Gasas.
Punch{sacabocado).
Jaringas.
Anestesia(Xilocaina ¢fs epinefrina).
Hojas de bisturi.
Sutura.

Mangos de bisturi No 3
Tijeras para tejido.
Tijeras para sutura.
Portagujas.
Cubreohjetos.
Microscopio.

Reactivos para inmunohistoquimica

Citrato de sodiof tri-sodio citrato 2-hidrato), Para recuperacion de antigenos.
PerGxido de hidrogend al 3%.

K2HPO4 (Fosfato dibasico de potasio)

KHPO4 (Fosfato moncbasico de potasio)

NaCL

Hematoxilina de Harris.

Pap-pen{marcador hidrofdbico)DAKQ.

Hidréxido de amonio.

Anticuerpos.

a) Anticuerpo monoclonal proteina p-53(clona DO-7) Marca DAKO.
b} Anticuerpo monoclonal Bel-2(Clona 124). Marca DAKO.
c) Sistema de deteccién LSAB+ Anticuerpo biotilinado y estreptavidina
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conjugada con peroxidasa)
dy Cromadgeno Peroxidase substrate Kit DAB. SK4100 Vector \aboratorios.

VALIDACION DE DATOS .

Para el analisis de estos resultados se realizara estadistica descriptiva .

Para la prueba de la hipotesis se realizara la prueba de Chi cuadrada.

Se realizara la prueba t de analisis estadistico para determinar diferencias entre
los dos observadores con un intervalo de confianza de 95%.

CONSIDERACIONES ETICAS.

La toma de biopsia en los pacientes que acuden ai servicio de Dermatologia y
que se sospecha carcinoma basocelular o espinocelular es un procedimiento
que se realiza de rutina, por lo que no se hard ningin otro procedimiento
adicional al ser incluide en este protocolo.

“Todos los procedimientos estaran de acuerdo con lo estipulado en el
reglamento de fa ley general de salud en materia de investigacién para ia salud”

RESULTADOS

Son los gue se presentan a continuacion en las dos tablas siguientes:



TABLA 1.- EXPRESION DE Bcl-2

Niveles de BCL2 CBC CEC
OBSERVADOR 1 Fi % Fi %
Negativo 1 9.09 2 18 18
Levemente positive 2 18.18 8 72.73
Moderadamente positivo 6 54.55 1 9.09
Intensamente positive 2 18.18 0 0.00
Total 11 100.00 11 100.00
OBSERVADOR 2 Fi % Fi %
Negativo 1 9.09 4 386.36
Levemente positive 6 54.585 6 54 55
Moderadamente positive 3 27.27 1 9.09
Intensamente positivo 1 9.09 0 0.00
Total 11 100.00 11 100.00

La expresién de Bel-2 fue mayor en el carcinoma basocelular con un Riesgo
Relativo{RR) de 4.4 1C 95%{1.26- 15.68).

La prueba de chi cuadrada fue de 647 con una p= 0.01 lo cual fue
estadisticamente significativo.



TABLA 2.-EXPRESION DE p-53

Niveles de P53 CBC CEC
OBSERVADOR 1 Fi % Fi Y%
Negativo 1 9.09 0 0.00
Levemente positivo 8 7273 4 36.36
Moderadamente pasitive 2 18.18 1 9.08
Intensamente positive 0 0.00 6 54 65
Total 11 100.00 11 100.00
OBSERVADOR 2 Fi % Fi %
Negativo 1 9.09 1 9.09
Levemente positive 7 63.64 3 2727
Moderadamente positivo 3 27.27 2 18.18
intensamente positivo 0 0.00 5 45 .45
Total 11 100.00 11 100.00

En cuanto a la expresion de p-53 fue mayor en el carcinoma espinocelular,

aunque en este caso se determino un Riesgo Relativo(RR) de 2.33 IC
95%(0.97-5 59).

La prueba de chi cuadrada fue de 2.0 con una p= 0.11 Ia cual no es
estadisticamente significativa pero si hay una fuerte asociacion.

Se realizé una prueba de t de analisis estadistico para determinar diferencias
entre los dos observadores a intervalos de confianza a 95% no encontrandose
diferencias estadisticamente significativas entre los promedios de los puntajes
de los dos observadores con p que va de 0.2201 a 0.7133



DISCUSION.

De acuerdo con los reportes previos, la expresion de Bel-2 se ha demostrado
en varios fumores de piel, tanto benignos, como malignos. En el caso del
carcinoma basocelular la controversia se presenta por el hecho de por un lade
se ha demostrado una expresion elevada, sin embargo existen casos en los que
hay una tasa elevada de apoptosis.

En este estudio en &l carcinoma basocelular Bel-2 se expresé en el 91% de los
casos, y fue mayor que el carcinoma espinocelular, concordando con algunes
reportes & inclusive mayor con respecto a ofros(1,6).

Aungue es obvio que la expresion de Bcl-2 no es la dnica que regula ia
apoptosis , esto de alguna manera ayuda a expiicar el comportamiento tumora!
menos agresivo del carcinoma basocelular, siendo el dafio mas bien por
aumento en la sobrevida celular mas que por proliferacidn celular.

De acuerdo al andlisis estadistico la expresién de Bcl-2 en el carcinoma
basocelular fue estadisicamente significativa..

En el caso de la expresién de p-53, los reportes indican que se expresa en
una variedad de tumores benignos y malignos. Es indicadora de proliferacion
celular y es inductora de apoptosis{2). Su expresion es mayor en los tumores
malignos.

En nuestro estudic la expresion de p-53 en el carcinoma espinocelular fue
también superior al 90% de los casos y fué mayor que el carcinoma basocelular,
sin embargo en este caso, aunque hubo una fuerte asociacién, no fue
estadisticamente significativo.

La mayor expresion de p-53 estd asociada sin duda a una mayor proliferacién
celular, asi como induccién de apoptosis, lo cual se ftraduce en un
comportamiento tumoral mas agresivo.

Se ha demostrade también que esta expresion sera de mayor intensidad en
aquellos sitios donde mayor atipia exista , lo cual quedd demostrada también
en este estudio.
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CONCLUSIONES.

Es indudable que la regulacidn de la proliferacién celular y de la apoptosis
depende de muchos factores. Entre elios se encuentran los oncogenes v ios
genes supresores de tumores. Cuando se activan los primeros v se alteran o
dejan de funcionar los segundos se puede Hegar a estados patolégicos como el
desarrolio de tumores malignos.

En el caso de este estudio, se frabajé con una minima parte de toda esta
amplia via.

Se conocid la expresion de Bel-2 v p-53 en ef carcinoma basocelular y en el
espinocelular y se demostrd que Bcl2 fue mayor en el carcinoma
basocelular{estadisticamente significativo) con respecto al otro.

En el caso de la expresion de p-53, esta fue mayor en el carcinoma epinocelular
pero, aungue hubo asociacidn, no fue estadisticamente significativo.

Estos resultados, a mi manera de ver, ayudan, aunque en una mfnima parte, a
conocer el comportamiento tumoral de dichos tumores.
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A N E X O{captura de datos)

CARCINOMA BASOCELULAR

Caso Bcl-2 p-53

{-) Negativo.

{+) Levemente positivo.

{++) Moderadamente positivo.
(+++) Intensamente positivo.




A N E X O(captura de datos} .

CARCINOMA ESPINOCELULAR

Caso Bel-2 p-53

(-) Negativo.

{+)} Levemente positivo,

{(++) Moderadamente positivo.
(+++] Intensamente positivo.
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