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GLOSARIO

1.- Biopsia. Muestra de tejido tomada de un ser vivo, con fines diagndsticos. )

2.- Carcinoma. Neoplasia maligna derivada de un tejido epitelial. @

3.- Carcinoma epidermoide. Carcinoma con células que tienden a diferenciarse del mismo modo

que las células de la epidermis, sufriendo queratinizacion. @

4.- Célula. Unidad fundamental de los organismos vivos, de tamafio microscépico, capaz de

reproduccién independiente, formada por citoplasmay nucleo, rodeados por una membrana. @

5.- Grado de diferenciacion histoldgica. El grado de diferenciacion histolégica de un tumor, se
refiere al grado de anormalidad de las células cancerosas, comparadas con las células normales,

describe hasta que punto las células neoplasicas son similares a las células normales del mismo

tipo de tejido en apariencia y funcién. ©

7.- Inmunohistoquimica. Técnica que se basa en la utilizacibn de anticuerpos monoclonales

especificos, que permiten la identificacion de productos celulares o marcadores de superficie para

el diagnéstico de neoplasias. @

9.- Laringe. Organo tubular que comunica con la faringe y con la traquea, forma parte del aparato

de fonacion de los mamiferos.

10.- Mitosis. Proceso de division celular en el que previa duplicacion del material genético, cada

célula recibe una dotacién completa de cromosomas.



11.- Oncogén. Gen asociado al cancer, que al activarse provoca aparicion de enfermedad

neoplasica.

12.- p53. Proteina sintetizada por el oncogén p53, actia regulando el ciclo celular, deteniéndolo en
la fase G1 ante situaciones de dafio al ADN, permitiendo la reparacién del mismo, en caso de no

llevarse a cabo la reparacién p53 induce apoptosis. ©

13.- Perlas cérneas. Disposicion concéntrica de células neoplasicas, con el citoplasma densamente

eosinofilo, queratinizadas, que se observan en algunas neoplasias. ©

14- Pleomorfismo. Es la variacién en el tamaiio y forma tanto de las células como de sus nticleos @

15.- Puentes intercelulares. Puente de conjuncion entre dos células del estrato espinoso de la
epidermis. ©

16.- Queratinizacién. Proceso por el que las células epiteliales forman queratina. ©
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RESUMEN

El objetivo de este estudio es investigar si existe correlacion entre el grado de diferenciacion
histolégica de los carcinomas epidermoides de laringe y el grado de expresion de p53 detectado
por inmunohistoquimica.

Se analizaron al microscopio 55 biopsias de carcinomas epidermoides de laringe, obtenidas de los
archivos de Anatomia patolégica del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez” y del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias, en el periodo comprendido entre 2003 — 2007.

Tomando en cuenta los criterios de gradificacion de Broder, los carcinomas epidermoides fueron
clasificados como bien diferenciados, moderadamente diferenciados y poco diferenciados.

De los 55 casos estudiados, 49 (87.27%) resultaron positivos para la expresién de p53 y 7 casos
(14.58%) fueron negativos, de los casos positivos la inmunorreaccion fue débil en 7 casos
(12.72%), de los cuales 2 fueron carcinomas epidermoides bien diferenciados y 5 carcinomas
epidermoides moderadamente diferenciados, la expresién de p53 resulté moderada en 20 casos
(41.66%), de los cuales 8 fueron carcinomas epidermoides bien diferenciados, 10 carcinomas
epidermoides moderadamente diferenciados y 2 carcinomas epidermoides poco diferenciados,
en 21 casos (43.75%) la inmunorreaccion de p53 resultd intensa, de estos casos 10 fueron
carcinomas epidermoides bien diferenciados, 7 moderadamente diferenciados y 4 poco
diferenciados.

Se realiz6 prueba de chi cuadrada (prueba de asociacion para variables ordinales de Spearman rs),

sin encontrarse correlacién entre el grado de diferenciacion histoldgica y la expresion de p53.



1. INTRODUCCION

Aproximadamente 130,000 nuevos casos de cancer de laringe son registrados en el mundo,
afectando predominantemente a hombres. Cerca de dos terceras partes de estos tumores
aparecen en la glotis y una tercera parte involucra la region supragldtica. Los carcinomas
epidermoides son el tipo histolégico mas coman.

La enfermedad ocurre predominantemente en pacientes de 50 a 70 afios, y en paises en
desarrollo muchos casos son diagnosticados durante la quinta década de la vida.

El cancer de la regién supraglética y subglética tiene alta tendencia para involucrar érganos
adyacentes como la hipofaringe por infiltracion y los ganglios linfaticos cervicales por diseminacion
linfatica.

La fosfoproteina codificada por el gen supresor p53 estd compuesta por un total de 393
aminodcidos, tiene un peso molecular de 53 kilodaltons y en su forma bioldégicamente activa regula
de forma negativa la proliferacion celular.

Se sugiere que el mecanismo por el cual actla la proteina p53 es reconociendo el ADN celular
dafiado. Esto aumenta la sintesis de la proteina, que actla deteniendo el ciclo celular y permite
reparar el dafio infringido sobre el ADN. Cuando no se consigue reparar la lesion del ADN, la
proteina es capaz de desencadenar apoptosis. Por el contrario, si el gen ha mutado, la proteina
mutada no es operativa y la célula continla a través del ciclo celular con su defecto a nivel del
ADN. Esta situacién favorece que surjan clonas de células inestables genéticamente, las cuales
daran lugar a cancer. ®

En este estudio se analizan histolégicamente 55 biopsias de carcinomas epidermoides de laringe
para investigar la correlacion entre el grado de diferenciacién histoldgica con la expresién de p53

por medio de inmunohistoquimica, lo cual nos permite conocer la posible utilidad de esta proteina

en la identificacion del grado de agresividad de este tipo de neoplasias.



2. ANTECEDENTES

Los tumores malignos de cabeza y cuello representan el 17.6% del total (108,04) de las neoplasias
malignas reportadas en el registro histopatologico de las neoplasias en México (RHNM) en el afio
2002. @

El céancer de laringe es el méas frecuente, con una relacion hombre mujer de 4.21 y 1.0
respectivamente.

El carcinoma epidermoide representa del 85 al 90% de los casos, con una mortalidad de 1.71%"
Esta neoplasia se presenta durante la quinta década de la vida, pero se han registrado casos en
pacientes jévenes. %

Dentro de los factores de riesgo se encuentran: alcoholismo, tabaquismo, antecedentes personales
y familiares de carcinoma laringeo y presencia de virus del papiloma humano. )

Se ha observado que el tabaquismo mas el consumo de 1.5 litros de vino al dia, incrementa 34
veces el riesgo de desarrollo de cancer laringeo. (12)

Clinicamente se manifiesta por disfonia, disfagia, tos, hemoptisis, disnea, estridor y obstruccién de
la via aérea. ™

De acuerdo al sitio de localizacion, los carcinomas laringeos han sido divididos en cuatro tipos:

1.- Gléticos. Representan 60 a 65% de los casos, se originan de las cuerdas vocales verdaderas
y el tercio anterior de la glotis es la localizacién mas comun.

2.- Supragléticos. Constituyen 30 a 35% de los casos, involucran la cuerda vocal falsa, el ventriculo
y la superficie laringea o lingual de la epiglotis.

3.-Transgléticos. Representan menos del 5% de los casos. Este término es aplicado a carcinomas
gue atraviesan el ventriculo laringeo, los cuales presentan mayor incidencia de involucro a ganglios
linfaticos (52%).

4.- Infragléticos o subgléticos. Constituyen menos del 5% de los casos. Bajo esta categoria estan
incluidos carcinomas que involucran la cuerda vocal verdadera, con extension subglética mayor a 1

cm, asi como tumores totalmente confinados al area subglética. %



El sitio mas comUn de metéstasis para el carcinoma laringeo, son los ganglios linfaticos regionales,
seguidos por el pulmon; el involucro de la vena yugular y la glandula tiroides son resultado de
extension directa, lo cual se observa cuando existe involucro ganglionar extenso e indica una alta
probabilidad de diseminacién sistémica.

Macroscopicamente, los carcinomas laringeos se describen como una masa protuberante, rosa o
gris, frecuentemente ulcerada. Al estudio histolégico, mas del 90% son epidermoides, los cuales
se clasifican en bien diferenciados, moderadamente diferenciados y poco diferenciados, en base al
grado de diferenciacion histologica, pleomorfismo celular y actividad mitésica.

La mayor parte de los carcinomas gléticos, son bien diferenciados o0 moderadamente diferenciados,
mientras que un alto porcentaje de aquellos localizados en la regién subglética, son
moderadamente diferenciados o poco diferenciados. (10)

Se han descrito las siguientes variantes histologicas del carcinoma epidermoide:

1.- Carcinoma papilar. Presenta un patrén exofitico de crecimiento.

2.- Carcinoma verrugoso. Su aspecto es polipoide e histolégicamente bien diferenciado.

3.- Carcinoma de células pequefias (neuroendocrino). Histolégicamente es idéntico a su
contraparte pulmonar, es positivo para marcadores neuroendocrinos. Puede ser puro o asociado
con otros patrones histoldgicos, el prondstico es malo.

4.- Carcinoma basaloide. Se caracteriza por areas tipicas de carcinoma epidermoide invasor o in
situ, asociadas con nidos de células pequefias, con nlcleos hipercromaticos, citoplasma escaso,
necrosis, hialinizacién prominente y empalizada periférica. EI comportamiento es extremadamente
agresivo.

5.- Carcinoma parecido a linfoepitelioma. Con frecuencia se acompafia de metastasis a ganglios
linfaticos cervicales. El curso clinico es agresivo.

6.- Adenocarcinoma de tipo glandulas no salivales. Es una neoplasia muy rara, la mayor parte de

los casos reportados, se originan en la regién supraglética o infraglotica.



7.-Carcinoma sarcomatoide. Presenta configuracion polipoide, generalmente simula un pélipo
laringeo, con mayor frecuencia se localiza en la regidn supraglética. Histolégicamente, presenta un
elemento de carcinoma epidermoide (con frecuencia in situ) y un componente pleomorfico parecido
a sarcoma, el cual representa la mayor parte de la lesion.

Factores de significado prondéstico para el carcinoma epidermoide:

1.- Estadio clinico y localizacion. Las tasas de sobrevida a los 5 afios, son las siguientes:
Neoplasias Gléticas: 80%

Estadio I: 90%, estadio Il: 85%, estadio Ill: 60%, estadio IV: <5%

Neoplasias Supragloéticas: 65%

Estadio I: 85%, estadio estadio II: 75%, estadio lll: 45%, estadio IV: <5%

Neoplasias Transgléticas: 50%

Neoplasias Subgloticas: 40%

2.-Grado histolégico. Este parametro, esta relacionado con el estadio clinico del tumor y se ha
demostrado que es un factor pronéstico independiente.

3.-Ganglios linfaticos. En pacientes con metastasis a ganglios linfaticos, el pronédstico esta
afectado por el nUmero de ganglios involucrados, el tamafio y la presencia o ausencia de extension
extra ganglionar.

4.- Expresion de p53. Se ha detectado expresion de p53 en aproximadamente 50 a 60% de los
casos. ¥

El tratamiento médico, incluye radioterapia o quimioterapia 'y el quirdrgico puede ser conservador o
radical. Después del tratamiento los pacientes son valorados cada 4 a 6 semanas, después del
primer afio cada 2 meses, en el tercer afio cada 3 meses y se espacian gradualmente hasta llegar
a controles anuales. Se considera que los pacientes estan curados después de permanecer libres
de enfermedad por 5 afios. La mayoria de las recurrencias se presentan en los dos primeros afios.

1

De 357 pacientes tratados en el Hospital de Oncologia Centro Médico Nacional Siglo XXI, 68 se

presentaron en etapas avanzadas T3y T4.



La oncogénesis, resulta de la pérdida del equilibrio entre los factores que favorecen el crecimiento
celular y los que favorecen la muerte celular. En este equilibrio juegan un papel fundamental los
oncogenes, los cuales son genes que en condiciones normales codifican proteinas que intervienen
en el control del ciclo celular. ¥

Los oncogenes supresores, son un grupo de oncogenes que intervienen en forma negativa en el
control de la proliferacién celular, entre ellos se encuentra el p53, que actia inhibiendo el
crecimiento celular y su perdida de funcion se asocia a crecimiento tumoral. El oncogen p53,
situado en el brazo corto del cromosoma 17, sintetiza la proteina p53, que actta regulando el ciclo
celular, deteniéndolo en el paso de la fase G1 a la fase S. Lane propone que p53 actia como
vigilante del genoma celular, deteniendo la proliferacion celular en la fase G1 ante situaciones de
dafio al ADN, para permitir la reparacion del mismo. En caso de no llevarse a cabo esta reparacion,
p53 induce apoptosis, de manera que la pérdida de funcién de p53 permite la replicacion de células
con alteraciones cromosémicas, favoreciendo el crecimiento tumoral.

La proteina p53 fue descrita por Lane y Crawford en 1979 como una proteina de 53 kilodaltons, de
origen no virico, presente en células transformadas por el virus SV40 (virus simiano 40), ademas
se encontré presente en células normales, como timocitos y células embrionarias, aunque en
niveles menores comparados con aquellos encontrados en células transformadas.

A principios de los afios 80, se considerd a p53 como una fosfoproteina de localizacion nuclear, de
vida media muy corta (20 min), en células no transformadas. Los niveles elevados de p53 que se
encuentran en células transformadas, parecen responder a un aumento en su estabilidad, con un
alargamiento de su vida media, que puede ser mayor a 20 hrs. Este aumento en la estabilidad,
puede deberse a mutaciones en la proteina o ser secundario a la formaciéon de complejos con
proteinas viricas. ®©

El 85% de las mutaciones de p53, son de tipo missense, en las que un aminoacido es substituido

por otro, lo que condiciona alteracién en la conformacion de la proteina y acumulacion nuclear de la

misma, permitiendo su deteccidn por técnicas de inmunohistoquimica, el 15% restante



corresponde a mutaciones del tipo frame shift o0 nonsense, que producen una proteina inestable o
ausente lo cual las hace indetectables por inmunohistoquimica.

En algunos casos la positividad de p53 ocurre sin mutaciones detectables y viceversa, las
mutaciones pueden ocurrir sin niveles detectables de proteina p53.

La tincion de inmunohistoquimica para p53 requiere informacion adecuada del antigeno, diferentes
anticuerpos parecen reconocer diferentes epitopes. Un grupo de anticuerpos (PAb 1801, DO1,
DO7, BP53.12 y 421) han mostrado reconocer p53 nuclear, pero s6lo BP53.12 Y 421 reconocen
p53 citoplasmatico. PAb 1801 y DO7 se han recomendado para huso de rutina. *®

El gen p53, esta involucrado en el control del ciclo celular y en la regulacidon de la muerte celular
programada y podria tener un impacto sobre el comportamiento biologico de los tumores. wn

En estudios recientes, la expresion de p53 en carcinomas epidermoides laringeos, ha sido

reportada del 38 al 79% de las muestras analizadas “®



3. JUSTIFICACION

La mayor expresion de p53 en carcinomas epidermoides de laringe poco diferenciados, en
comparacién con una menor expresion de esta proteina en los carcinomas epidermoides bien
diferenciados, puede sugerir un comportamiento biolégico mas agresivo en las neoplasias poco
diferenciadas, por lo que seria de importancia para el clinico informar la expresion de p53 en el
reporte histopatolégico de todos los carcinomas laringeos.

Existen varios estudios reportados en la literatura acerca de la expresion de p53 en

9)

carcinomas epidermoides de laringe 9 sin embargo no se ha llevado a cabo este tipo de

estudio en poblacion mexicana, por lo que es de interés su realizacion.



4. OBJETIVO

Correlacionar el grado de diferenciacion histologica de los carcinomas epidermoides de laringe, por

medio de la gradificacion de Broder, con la expresion de p53 por inmunohistoquimica.



5. MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio observacional, comparativo, abierto, transversal, en el cual se revisaron
libretas de registro de biopsias, de la Division de Anatomia Patologica del Hospital General “Dr.
Manuel Gea Gonzalez”, asi como libretas de registro de biopsias, del Servicio de Anatomia
Patolégica del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, del afio 2003 al 2007, para
localizar laminillas teflidas con hematoxilina eosina y bloques de parafina de todos los casos
diagnésticados como carcinomas epidermoides de laringe, las laminillas de cada caso se valoraron
histolégicamente para clasificar los carcinomas epidermoides como bien, moderadamente y poco
diferenciados, de acuerdo al sistema de gradificacion de Broder, que utiliza los siguientes criterios:
Tumores bien diferenciados: La neoplasia presenta queratinizacién abundante y es facilmente
reconocible, asi como uniones o puentes intercelulares aparentes, el pleomorfismo es minimo y las
figuras mitésicas son de localizacion basal.

Tumores moderadamente diferenciados: Presentan mayor desorganizacién estructural, el
pleomorfismo nuclear y citoplasmatico es més pronunciado y las figuras mitésicas (incluyendo
formas atipicas) se observan con mayor frecuencia, la formacién de queratina es menor y
generalmente so6lo se limita a la formacion de perlas corneas y células con queratinizacién
individual dispersas.

Tumores poco diferenciados: El pleomorfismo celular es intenso, las figuras mitdésicas abundantes,
en ocasiones es dificil establecer la naturaleza de la lesién, a menos que se identifiqguen uniones
intercelulares o focos pequefios de queratinizacion.

A cada bloque de parafina, se le realizé inmunohistoquimica para detectar la expresion nuclear de
la proteina p53, a través de la utilizacién del anticuerpo monoclonal proteina anti-Humana p53 de
ratén clona DO-7. La expresién nuclear de p53, se valoré como débil (+), moderada (++), intensa
(+++), 0 negativa, empleando los siguientes parametros:

Intensa (+++): Tincion nuclear oscura, facilmente visible con el objetivo de bajo poder (4x), que

involucra mas del 50% de las células.



Moderada (++): Areas de tincién nuclear oscura focal (< 50% de las células) o tincién nuclear
moderada de > 50% de las células.

Débil (+): Tincion moderada focal en < 50% o tincion nuclear palida en cualquier proporcion de las
células que no sea identificada con facilidad al utilizar el objetivo de bajo poder (4x).

Negativa: Ausencia total de tincién en los ncleos de las células tumorales.

Finalmente se correlacioné la expresion nuclear de p53 con el grado de diferenciacion histologico
de los carcinomas epidermoides de laringe.

Criterios de inclusion:

Casos diagnosticados y corroborados histolégicamente como carcinomas epidermoides de laringe,
gue cuenten con laminilla tefiida con hematoxilina eosina, asi como material tumoral adecuado en
los bloques de parafina para realizar las reacciones de inmunohistoquimica (p53).

Criterios de exclusion:

Casos donde el material se pierda durante la técnica de inmunohistoquimica y no sea posible
reponerlo.

Las variables independientes estudiadas fueron edad, sexo, gradificacibn de Broder y como
variable dependiente la expresion de p53.

El tamafio de la muestra incluy6 todos los casos diagnosticados y corroborados histologicamente
como carcinomas epidermoides de laringe del Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez y del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, en el periodo comprendido entre 2003 y 2007,
fueron identificados 17 casos del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez” de los cuales 8 no
contaron con bloque de parafina por haberse entregado al paciente por solicitud del mismo y 81
casos del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, de los cuales 30 no tenian bloque de
parafinay en 5 casos se término el tejido durante el proceso de inmunohistoquimica.

Se utilizé estadistica descriptiva (proporciones o0 porcentajes) para la caracterizacién de la
poblacion y la prueba de chi cuadrada para comparar muestras relacionadas por ser variables
ordinales.

Técnica de inmunorreaccion:



En portaobjetos previamente con poly-L-lisina se montan cortes de tejido de 2 a 3 micras, los
cuales se secan en forma horizontal, posteriormente se desparafinan a 60°C y se hidratan con
agua destilada. Se efectla recuperacion antigénica en microondas con solucién Buffer a pH 9 por
20 minutos, después se enfria y se enjuaga con agua corriente. Se inhibe la peroxidasa endégena
5 minutos a temperatura ambiente, a continuacion se enjuaga en agua destilada y se incuba con
solucion buffer de fosfatos salinos 10 minutos, se procede a enjuagar en tres ocasiones,
posteriormente se incuba en camara himeda con anticuerpo primario (proteina anti-Humana p53
de raton, marca DAKO) media hora a temperatura ambiente, se enjuagan las laminillas una por una
y se incuban en solucién buffer de fosfatos salinos por 10 minutos, se incuban con anticuerpo de
enlace (Inmunoglobulinas biotiniladas) por 15 minutos, se enjuagan las laminillas una por una y se
incuban en solucién buffer de fosfatos salinos por 10 minutos, en seguida se incuban con
streptavidina 15 minutos, nuevamente se enjuagan las laminillas una por una y se incuban en
solucion buffer de fosfatos salinos por 10 minutos, se revelan con diaminobencidina por 5 minutos,
se observan al microscopio deteniendo la reaccién enjuagando con agua destilada, el siguiente
paso consiste en contratefiir con hematoxilina de Harris realizando 5 bafos, enjuagar, azular con
carbonato de litio y volver a enjuagar, finalmente las laminillas se deshidratan, aclaran y montan en

estellan.



6. RESULTADOS

Los resultados del estudio se expresan en la tabla 1.

De los 55 casos analizados, el rango de edad fue de 40 a 88 afios, con un promedio de 65 afos,

49 casos fueron masculinos y 6 femeninos. Gréfico 1

TABLA1
No | Edad Sexo Grado de diferenciacion de carcinomas
epidermoides de laringe de acuerdo ala Expresion de p53
gradificacién de Broder
M = BIEN MODERADAMENTE POCO @) | +0 | @+ | O
DIFERENCIADO DIFERENCIADO DIFERENCIADO

1 67 X X X

2 40 X X X

3 56 X X X

4 64 X X X

5 62 X X X

6 64 X X X

7 | 82 X X X

8 72 X X X

9 72 X X X

10 56 X X X

11 50 X X X

12 64 X X X
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De acuerdo a la gradificacion de Broder, 23 casos se diagnosticaron como carcinomas
epidermoides de laringe bien diferenciados (41.81%), 26 casos fueron moderadamente
diferenciados (47.27%) y 6 resultaron carcinomas epidermoides poco diferenciados (10.90%).

Grafico2y 3
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GRAFICO 3

GRADO DE DIFERENCIACION DE CARCINOMAS
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A continuacién se muestran tres casos de carcinomas epidermoides de laringe representando los

diferentes grados de diferenciacion de Broder (tincion con hematoxilina eosina). Figuras 1 — 3

Figura 1. Carcinoma epidermoide bien diferenciado. Note los puentes

intercelulares y la zona amplia de queratinizacion en el centro (flecha).



Figura 2. Carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado. Presenta

areas de queratinizacion individual y pleomorfismo celular moderado.

Figura 3. Carcinoma epidermoide poco diferenciado.



La expresion nuclear de p53 se interpretd débil (+) en 7 casos (12.72%), moderada (++) en 20

casos (36.36%), intensa (+++) en 21 casos (38.18%) y negativa en 7 casos (12.72%).

Gréfico4y 5
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A continuacion se presentan cuatro casos de carcinomas epidermoides de laringe con expresion

nuclear variable de p53 (débil, moderada, intensa y negativa). Figuras 4-7

Figura 4. Carcinoma epidermoide bien diferenciado, con expresion

nuclear débil (+) de p53 (el color café ocre indica positividad).

Figura 5. Expresion nuclear moderada (++) de p53, en un

carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado.



Figura 6. Carcinoma epidermoide bien diferenciado, con expresién

nuclear intensa (+++) de p53.

Figura 7. Expresion nuclear negativa (-) de p53.



De los 23 casos de carcinomas epidermoides bien diferenciados, 2 tuvieron expresion nuclear débil
+ de p53 (8.69%), 8 expresion nuclear moderada ++ (34.78%), 10 expresion nuclear intensa

(43.47%) y en 3 casos la expresion de p53 resultd negativa (13.04%). Grafico6y 7
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De los 26 casos de carcinomas epidermoides de larige moderadamente diferenciados, 5 tuvieron
expresion nuclear de p53 débil + (19.23%), 10 moderada ++ (38.46%), 7 intensa +++ (26.92%) y 4

casos resultaron negativos (15.38%). Grafico 8y 9

GRAFICO 8
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De los 6 casos de carcinomas epidermoides poco diferenciados, 2 casos presentaron expresion
nuclear de p53 moderada (33.33%) y en 4 casos la expresion nuclear de p53 se interpretd6 como
intensa (66.66%). Grafico 10y 11
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Se realiz6 una prueba de chi cuadrada (prueba de asociacion para variables ordinales de

Spearman 1) los datos estadisticos se muestran a continuacion. Tablas 2 — 10.

TABLA?2 EDAD

N Valido 55

Ausente 0
Media 64.96
Mediana 64
Moda 53°
Desviacion estandar 11.791
Minimo 40
Maximo 88

Existen multiples modas. Se muestra el valor mas pequefio

TABLA3
EDAD
Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulativo
Valido 40 1 1.8 1.8 1.8
46 2 3.6 3.6 5.5
47 2 3.6 3.6 9.1
50 1 1.8 1.8 10.9
52 1 1.8 1.8 12.7
53 4 7.3 7.3 20
54 1 1.8 1.8 21.8
55 2 3.6 3.6 25.5
56 3 5.5 5.5 30.9
58 1 1.8 1.8 32.7
59 3 5.5 5.5 38.2
60 2 3.6 3.6 41.8
62 2 3.6 3.6 45.5
64 3 5.5 5.5 50.9
65 2 3.6 3.6 54.5
66 2 3.6 3.6 58.2
67 1 1.8 1.8 60
72 4 7.3 7.3 67.3
73 1 1.8 1.8 69.1
74 3 5.5 5.5 74.5
75 2 3.6 3.6 78.2
76 1 1.8 1.8 80
79 4 7.3 7.3 87.3
80 2 3.6 3.6 90.9
81 1 1.8 1.8 92.7
82 2 3.6 3.6 96.4
83 1 1.8 1.8 98.2
88 1 1.8 1.8 100
Total 55 100 100




TABLA 4

Estadisticas

Grado de Expresion
Sexo diferenciacion de p53
N
Valido 55 55 55
Ausente 0 0 0
TABLAS
Sexo
Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulativo
Valido masculino 49 89.1 89.1 89.1
femenino 6 10.9 10.9 100
Total 55 100 100
TABLA6
Grado de diferenciacion
Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulativo
Bien diferenciado 23 41.8 41.8 41.8
Moderadamente
diferenciado 26 47.3 47.3 89.1
Poco diferenciado 6 10.9 10.9 100
Total 55 100 100




TABLA7

Expresion de p53

Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulativo
Valido leve 7 12.7 12.7 12.7
moderado 20 36.4 36.4 49.1
intenso 21 38.2 38.2 87.3
negativo 7 12.7 12.7 100
Total 55 100 100
TABLAS

Grado de diferenciacion * Expresion de p53

Leve Moderado Intenso Negativo Total

Bien diferenciado 2 8 10 3 23
Moderadamente
diferenciado 5 10 7 4 26
Poco diferenciado 0 2 4 0 6
Total 7 20 21 7 55

TABLA9

Prueba Chi-Cuadrada
Asymp. Sig.
Valor df (2-sided)

Pearson Chi-Cuadrada 5.201% 6 0.518

Coeficiente de riesgo 6.496 6 0.37

Asociacion de linea por linea 0.099 1 0.753

Numero de casos validos 55

a. 8 celdillas (66.7%) tienen una cuenta esperada menor a 5. La cuenta minima esperada es 0.76




TABLA 10

Medidas simétricas

Error
Valor estandar | Aprox. T® | Aprox. Sig.
asintético®
Intervalo por intervalo Pearson R -0.043 0.112 -0.311 757°
Ordinal por ordinal Correlacion de Spearman -0.057 0.123 -0.416 679°
Nimero de casos validos 55

a. Sin asumir la hipétesis nula.

b. Usando el error estandar asintético, asumiendo la hip6tesis nula.

c. Basado sobre la aproximacion normal.

No existe una relacién estadisticamente significativa entre el grado de expresion nuclear de p53 y

el grado de diferenciacion celular de acuerdo a la gradificacion de Broder. En este estudio se

encontro que el grado de expresion de p53 y el grado de diferenciacion celular no tienen relacién.

GRAFICO 12
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7. DISCUSION

La proteina p53 es codificada por el gen supresor tumoral p53 y fue descubierta en 1979 por Lane
y Crawford. ©

Esta proteina regula de forma negativa la proliferacion celular, actuando como una especie de
“policia molecular” que vigila la integridad del ADN. Cuando se lesiona el ADN, la proteina nativa
intenta repararlo deteniendo el ciclo celular, si no es capaz de hacerlo induce muerte celular
programada o apoptosis. Cuando la proteina muta, no es biolégicamente activa, y por tanto deja de
ejercer esta funcién supresora sobre la proliferacion celular. ©

En este estudio, de los 55 carcinomas epidermoides de laringe, 48 (87.27%) fueron positivos para
la expresion de p53 y 7 casos (14.58%) fueron negativos, de los casos positivos la
inmunorreaccion fue débil en 7 casos (12.72%), de los cuales 2 fueron carcinomas epidermoides
bien diferenciados y 5 carcinomas epidermoides moderadamente diferenciados, la expresion de
p53 resulté moderada en 20 casos (41.66%), de los cuales 8 fueron carcinomas epidermoides
bien diferenciados, 10 carcinomas epidermoides moderadamente diferenciados y 2 carcinomas
epidermoides poco diferenciados, en 21 casos (43.75%) la inmunorreaccién de p53 resultd intesa,
de estos casos 10 fueron carcinomas epidermoides bien diferenciados, 7 moderadamente
diferenciados y 4 poco diferenciados.

Se realizé prueba de chi cuadrada (prueba de asociacion para variables ordinales de Spearman ry),
sin encontrarse correlacion entre el grado de diferenciacién histolégica y la expresién de p53 en
carcinomas epidermoides de laringe. Estos resultados concuerdan con los reportes de la literatura.
En el 2001 Mustafa Kazkayasi y colaboradores analizaron la expresion de p53 por
inmunohistoquimica en 27 biopsias de carcinomas laringeos, el objetivo fue investigar si existia
correlacién entre la expresién de esta proteina y las caracteristicas clinico patoldgicas del tumor y

revelar cualquier valor prondstico posible.



La intensidad de la inmunorreaccién para p53, fue valorada como sigue: 0 sin tincién nuclear, 1 o
débil < 10% de células positivas, 2 0 moderada tincién nuclear en el 11 al 50% de las células, 3 o
fuerte > 50% de células positivas.

De 27 carcinomas laringeos, 20 fueron positivos para p53, 13 mostraron positividad nuclear débil y
7 positividad nuclear moderada. No se observ6 una correlacion estadisticamente significativa entre
la expresion de p53 con la edad del paciente, localizacion del tumor, grado histolégico del tumor ni
estadio clinico. ®

Khurshid y colaboradores en 1993, examinaron la expresion de la proteina p53 mediante
inmunohistoquimica, en 43 biopsias de carcinomas laringeos. La inmunorreaccion se valor6 como
positiva +++ cuando mas del 70% de los nicleos fueron intensamente tefiidos, positiva ++ cuando
del 10 al 70% de los nucleos fueron intensamente tefiidos, positiva + cuando menos del 10% de
los nucleos fueron intensamente tefiidos, se consideré negativa cuando los ndcleos no fueron
tefiidos.

La proteina fue detectada por inmunohistoquimica en 65% de los carcinomas laringeos, no se
encontré una correlacion entre la expresion de p53 y el grado histolégico de los tumores. El
porcentaje de las células positivas fue evaluado por 3 patélogos en al menos 1000 células. Del total
de carcinomas epidermoides, 15 fueron bien diferenciados, de estos 8 fueron negativos para p53, 2
positivos +, 2 positivos ++, y 3 positivos +++, 19 casos fueron moderadamente diferenciados, de
estos 4 fueron negativos, 6 positivos +, 5 positivos ++ y 4 positivos +++, 9 casos fueron poco
diferenciados, de estos 3 fueron negativos, 3 positivos +, 2 positivos ++ y 1 positivo +++. @)
Barbatis y colaboradores en 1995, investigaron la expresion de la proteina p53 mediante
inmunohistoquimica, en carcinomas epidermoides de laringe. Se estudiaron 41 biopsias de
carcinomas epidermoides, 78% de los carcinomas epidermoides expresaron p53.

La expresion de p53 fue evaluada semicuantitativamente:

+ (una cruz) cuando menos del 10% de las células resultaron positivas, ++ (dos cruces) cuando del

10 al 15% de las células fueron positivas, +++ (tres cruces) cuando més del 50% de las células



resultaron positivas, como la intensidad de la tincidn nuclear vario en cada caso, todos los nicleos
positivos fueron considerados por igual.

14 casos fueron carcinomas epidermoides grado 1, de los cuales 4 resultaron positivos +, 4++, 3
+++y 3 fueron negativos; 18 fueron grado 2, de los cuales 2 resultaron positivos +, 6 ++, 6 +++y 4
fueron negativos; 9 fueron grado 3, de los cuales 2 resultaron positivos +, 3 ++, 2 +++ y 2 fueron
negativos. La intensidad de la tincién en cada caso, vario de area a area. *?

Vielva y colaboradores, en el 2003, estudiaron la expresion de p53 mediante inmunochistoquimica,
en 62 biopsias de carcinomas epidermoides laringeos.

La inmunorreaccion fue considerada positiva cuando mas del 5% de los nucleos fueron tefiidos.
Las siguientes variables fueron tomadas en cuenta: localizacion del tumor, estadio clinico,
metastasis a ganglios linfaticos, grado histoldgico, y tincién p53 positiva.

En relacion al grado de diferenciacion, 28 fueron bien diferenciados, 28 moderadamente
diferenciados y seis poco diferenciados, los tumores poco diferenciados presentaron mayor
incidencia de recurrencia local o regional. En contraste a los tumores moderadamente
diferenciados o bien diferenciados, los tumores poco diferenciados presentaron una sobrevida
menor.

La proteina p53 fue detectada en el nucleo de 41.9% de los carcinomas laringeos y estuvo

asociada con un acortamiento de la sobrevida. ¢®



8. CONCLUSIONES

En este estudio, no se encontré correlacion entre el grado de diferenciacion histologica y la
expresion de p53, la cual fue variable (débil, moderada, intensa y negativa), sin importar el grado
de diferenciacion histolégica, de modo que la mayor parte (43.47%) de los carcinomas
epidermoides bien diferenciados presentaron expresion nuclear intensa +++ de p53. Los
resultados de este estudio son similares a los reportados en la literatura.

Debido a que no se encontré relacion entre el grado de expresion de p53 y el grado de
diferenciacion histoldgica, no es de utilidad para el clinico solicitar la inmunorreaccion p53 a todas
las biopsias de carcinomas epidermoides de laringe, ya que la expresion de esta proteina no

predice el grado de agresividad de este tipo de neoplasias.
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