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RESUMEN

El cancer en los ultimos afios ha sido la segunda causa de muerte a nivel mundial, siendo
de alta incidencia en Venezuela, por ésta razon el objetivo de este trabajo es analizar la
importancia de la técnica de inmunohistoquimica para la determinacion de la P53 en la
fotocarcinogénesis y conocer los métodos que en el area de Histotecnologia se puedan
aplicar para darle a los pacientes la informacion y los resultados precisos de su carcinoma
cutaneo, aplicando estudios directos para dicha patologia. Por lo tanto ésta investigacion
busca analizar el procedimiento para la deteccién de la P53 mediante un estudio
histopatolégico, siendo de gran relevancia a la sociedad puesto que existe un gran nimero
de afectados que ignoran la patologia en general y la alta incidencia en los ultimos afios.
Presentando esta investigacion monografica de tipo documental se analizaron revistas,
tesis, entre otros, que fueron publicados y aprobados cientificamente mediante los estudios
del cancer por medio de la deteccidn del P53 realizando investigaciones utilizando esta
proteina como marcador tumoral. En conclusion el uso de esta proteina en particular va a
arrojar un tipo de cancer especifico, el estado y avance del tumor que en este caso sera de la
fotocarcinogénesis y a su vez facilitara el trabajo del profesional de la salud porque al
laborar lo hara con una sola técnica directa, ahorrando reactivos y tiempo para dar un
resultado que posteriormente se convertira en un diagnostico preciso y certero.

Palabras clave: Cancer, fotocarcinogénesis, estudio histopatolégico,
inmunohistoquimica, P53.
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ABSTRACT

In recent years, Cancer has been the second cause of death in the world, being of high
incidence in Venezuela, for this reason the main objective of this investigation is to analyze
the importance of the immunohistochemistry technique to determine P53 in
photocarcinogenesis, and to know the methods that they can be applied to give the patients
the information and specific results of their cutaneous carcinoma in the histotechnology
area, with direct studies in this pathology. Therefore, this research seeks to analyze the
procedure for the detection of P53 by means of a histopathological study, being relevant to
the society since there is a high number of affected people who ignore the pathology and
the high incidence in the last years. This research is based in a documental investigation
like a monographic and it was analyzed magazines, theses, among others, that were
published and approved scientifically through cancer studies by means of the P53
conducting research using this protein as a tumor marker. In conclusion, the use of this
particular protein will throw a specific type of cancer, the state and evolution of tumor that
in this case will be photocarcinogenesis an it will facilitate the work of the professional
health because the work will do a single direct technique, saving reagents and time to give a
result that will become an accurate diagnosis.

Keywords: Cancer, photocarcinogenesis, histopathological study, immunohistochemistry,
P53.
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INTRODUCCION

En los Gltimos afios el nimero de fallecidos y afectados por la fotocarcinogénesis se ha
incrementado significativamente puesto que afecta a todas las personas que se expongan
horas prolongadas a los rayos ultravioleta (UV), dicho de otra manera la exposicion a la
radiacion electromagnética que no es visible por su longitud de onda menor, ejerce un
efecto perjudicial sobre los seres vivos al alterar el ADN y ARN, que puede inducir a la
diferenciacion celular dando origen a diversas lesiones de piel, por un lado debido al
deterioro de la capa de ozono y por el otro a una cultura que va en contra de la prevencion
(proteccidn solar), siendo un problema de salud publica.

Para comenzar podemos aclarar que la piel, también conocida como membrana cutanea
cubre la superficie externa del cuerpo y es el 6rgano mas grande tanto en superficie como
en peso, consta de dos partes principales, la porcion superficial mas delgada que esta
constituida por tejido epitelial y se le denomina epidermis, compuesta por un epitelio
pavimentoso estratificado queratinizado que contiene cuatro tipos principales de células: los
gueranocitos, los melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel y una mas
profunda engrosada denominada dermis, constituida por tejido conectivo denso irregular y
fibras elasticas.” Asi mismo la piel es una barrera que interconecta al cuerpo con el medio
ambiente y estd propensa a sufrir afecciones producidas por sus residuos, ocasionando el
deterioro de la dermis y la sobre exposicién a los rayos ultravioleta (UV).2

A nivel mundial, Australia es el pais que tiene la mas alta incidencia con promedios de 1%
a 2% por afio. En los EE.UU las cifras han ido en aumento en el adulto joven, en relacion
con los habitos de exposicion al sol y en Chile existen pocos estudios de prevalencia. El
papel de la inmunosupresion inducida por radiacion UV en la fotocarcinogénesis y los
efectos de la radiacion en la funcién de las células de Langerhans epidérmicas aportan cada
vez mas evidencia de que la radiacién UVB, UVA, ejercen profundos efectos sobre la piel.®
Comprendiendo el espectro de la radiacion UV la cual se divide en UVC (100-280 nm),
UVB (280-320 nm) y UVA (320-400 nm), en el caso de la UVC penetra poco la capa de
ozono, por lo cual no posee relevancia a la hora de dafios a la piel, sin embargo, la UVB y

UVA tienen capacidad de penetracion y son causantes de efectos perjudiciales en la piel



(eritema, fotoenvejecimiento, quemaduras solares, fotoinmunosupresion y la carcinogénesis
en la piel), la UVB tiene mil veces mayor capacidad de producir la fotocarcinogénesis.*

La luz UV puede ser una de las principales causantes de estas enfermedades cutaneas o
medio propicio para la evolucion de las mismas aumentando la aparicion de células
cancerigenas que dan origen al cancer de piel. Las Gltimas estadisticas publicadas por
Ministerio del Poder Popular para la Salud (MPPS) para el afio 2013, reflejan que el cancer
en sus distintas expresiones y estadios representaba la segunda causa de muerte con un
15,42%, lo que significa un total de 23.121 personas fallecidas dentro de las cuales 1.480
fueron por cancer de piel,” esta cifras no excluye que la causa del cancer de piel se deba a la
fotocarcinogénesis, ya que los venezolanos dia a dia se ven expuestos a estos efectos

solares, muchas veces sin contar con medidas de prevencion.

En este sentido, a nivel histolégico las lesiones de piel de origen fisico (luz UV), se pueden
estudiar mediante marcadores inmunohistoquimicos con implicancia pronostica del origen
etioldgico del cancer de piel. Los genes supresores tumorales estan implicados en diversos
procesos de division celular: la regulacion de la expresion génica, control del ciclo celular,
programacion de la muerte celular y estabilidad del genoma. La pérdida de actividad de
estos genes provoca la incapacidad de respuesta a los mecanismos de control que regulan la
division celular; de modo que se produce una proliferacion mas o menos incontrolada de la
célula lo cual conduce, en ocasiones, al desarrollo de neoplasias y a la evolucién de las
mismas hacia procesos tumorales méas agresivos. Actualmente, el conocimiento sobre las
alteraciones genéticas que potencian la iniciacién del cancer puede facilitar la deteccion
precoz de los tumores primarios y de las posibles recurrencias lo cual puede determinar el

éxito en su tratamiento.®

La proteina codificada por el gen supresor de tumor P53, es una fosfoproteina que se
localiza en el nucleo celular. Esta proteina fue descubierta a finales de la década de los 70 e
identificada como una fosfoproteina celular de 53 kD capaz de enlazarse al antigeno
transformante presente. Su determinacion se considera un factor predictivo en diversas
formas de céncer; es decir, una expresion aumentada de P53 se utiliza como marcador

tumoral para evaluar la progresion en el melanoma.®



El gen supresor tumoral P53 juega un papel importante en un gran nimero de neoplasias
humanas, pudiéndose detectar sus alteraciones de forma indirecta mediante
inmunohistoquimica, ya que la proteina «mutada» es més estable y de mayor vida media, lo
que la hace detectable y sensible a las técnicas de diagndstico. La expresion
inmunohistoquimica de la proteina P53 es un factor controvertido en cuanto a su posible
influencia pronostica. EI 90% de los casos de cancer de piel en pacientes norteamericanos
contienen mutaciones en el gen supresor P53, la radiacién hace mutar tempranamente el
gen en el desarrollo de la patologia, demostrandose su presencia en los queranocitos
actinicos.”®

Por ésta razon, la investigacion se disefia en un objetivo general que tiene como finalidad
analizar la importancia de la técnica de inmunohistoquimica para la determinacién de la
P53 en la fotocarcinogénesis y de alli se desprenden los consecutivos objetivos especificos
a desarrollar: describir la técnica para la deteccion de la P53, explicar la técnica para la
determinacion de P53 en la fotocarcinogénesis y especificar la importancia de la aplicacion
de la técnica para la determinacion de la P53, de manera que se pueda evidenciar la
triangulacion de las referencias bibliograficas como parte del proceso de produccién de
conocimiento. Teniendo en cuenta lo anterior, desde el punto de vista metodoldgico esta
investigacion, se estructura en un disefio bibliografico de tipo documental, ya que se
revisaron las principales bases de datos para realizar un arqueo sistematico de las
principales referencias bibliogréaficas publicadas sobre esta tematica. Entre tanto, para dar
respuesta al objetivo general se realiz6 una argumentacion critica e interpretativa de los
datos secundarios obtenidos por otros autores.

Finalmente, la presente investigacion sera de gran utilidad para ampliar y dar a conocer la
técnica inmunohistoquimica para la determinacién de la P53 en la fotocarcinogénesis y su
importancia en los estudios de las lesiones de piel, dando informacién a las diferentes areas

de salud y estudiantes que quieran adquirir conocimientos acerca del tema.



DESARROLLO

Segun, Tarriba, J., ET.AL en el afio 2017 en un estudio reciente el cancer de piel se ha
convertido en un problema de salud publica debido a su alta incidencia y al porcentaje
considerable que ocupa dentro de las principales neoplasias malignas. Existen diversos
factores de riesgo para desarrollar esta patologia, y se observé que la exposicion a los rayos
UV se encuentra dentro de los mas importantes. Para su estudio se divide en dos tipos: el
melanoma y cancer de piel no melanoma, que a su vez se clasifican en carcinoma
basocelular y espinocelular. La mayoria de los casos son prevenibles y tienen buena
respuesta al tratamiento cuando son diagnosticados oportunamente; por ello, debe
considerarse tema de relevancia dentro de la practica médica. °

Esta investigacion interrelaciona sus patogénesis porque comparten factores genéticos y
ambientales, factores que se encuentran evidentes en zonas expuestas de la piel por lo cual
es muy fécil que los rayos UV tengan capacidad de inducir un cancer y activar el P53,
donde es evidente que desarrollan con mas frecuencia en la parte superior del cuerpo y que
en estadios avanzados se diseminan al resto del cuerpo y otros drganos.

En este mismo sentido, Castafieda, P. y Eljure, J. en el afio 2016 un estudio realizado en
México de carcinoma basocelular (CBC) que es el mas frecuente cancer de piel, se
diferencid de otras patologias, porque se caracteriza por crecimiento lento, ser invasivo y
destructivo bajo un potencial metastasico, un 40% de los pacientes que tuvieron CBC
podrian padecer de otras lesiones durante 5 afios. Figurando como trabajo investigativo,
uno de los factores de riesgo es la relacién directa con los UVR, en cuanto a piel, cara y
otros. El incremento de la exposicion solar puede perjudicar e incrementar mas el riesgo de
CBC y de fotocarcinogénesis. Se utiliz6 hematoxilina-eosina y en los resultados se percibi6
escasas mitosis y anaplasia ocasional. Las células estan inmersas en un estroma constituido
por abundantes fibroblastos y mucina que puede ocasionar retraccion. En conclusion, el
cancer de piel como lo es el carcinoma basocelular es uno de los mas frecuentes y lentos en
desarrollarse es por eso que deben realizarse ciertos diagnésticos. *°

El trabajo ya mencionado guarda una estrecha relacién con la presente investigacion en las
afecciones causadas por la exposicion a los rayos solares que tambien son causales del

incremento de esta patologia y las diferentes anomalias relacionadas con ella, la aparicion
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de esta puede ser un punto de partida para que prolifere la fotocarcinogénesis, este cuadro
clinico al igual que el cancer de piel por radiacion solar es poco frecuente en lugares donde
no llegan los rayos UV pero que, en estadios avanzados si no se utilizan métodos o técnicas
de diagnostico y deteccion pueden expandirse por todas las partes del cuerpo.

Dadas las condiciones que anteceden, Mercadillo, P y Moreno, L, en el 2013 realizaron una
investigacion de la Fisiopatologia del carcinoma epidermoide en México considerando que
el carcinoma epidermoide cutaneo es el segundo tumor mas frecuente en adultos con
prevalencia de 8%, esto es causado mayormente por la radiacion ultravioleta que también
causa mutaciones y efectos inmunosupresores esenciales en los procesos de la
Fotocarcinogénesis. El propdsito de esta investigacion fue identificar la mutacion del gen
supresor de la proteina p53, la cual puede permitir un crecimiento alterado de células
anormales, teniendo en cuenta los multiples factores patogénicos como la radiacion solar y
su capacidad para alterar el ADN. En otro orden de ideas en éste carcinoma también es
detectada por la proteina p53 por el hecho de tratarse de problemas cutaneos. Finalmente,
ha habido un 40% a 50% del gen supresor tumoral p53 causado por el carcinoma
epidermoide cutaneo.™

De esta manera se evidencia pertinencia con el trabajo monogréafico al intervenir en la fase
temprana de la carcinogénesis dentro de la epidermis y que al exponerse a los rayos UV del
sol activan al gen 53 que se suprime dando comienzo a las mutaciones, con esto las células
son incapaces de reparar el ADN, y a la larga dard una transformacion neoplasica y llegara
a la fotocarcinogénesis, para ello se necesita una técnica capaz de determinar el P53 y
analizar el tipo y estadio del cancer. Todo esto conlleva a que estas mutaciones de células
dafadas proliferen y puedan convertirse en cancer. Esto quiere decir que los RUV actuarian
principalmente como inmunosupresor, evitando el rechazo inmunolégico de células
cancerosas y facilitando asi su progresion.' Esta investigacion interrelaciona sus
patogénesis porque comparten factores geneticos y ambientales, factores que se encuentran
evidentes en zonas expuestas de la piel por lo cual es muy facil que los rayos UV tengan
capacidad de inducir un cancer y activar el P53, por lo tanto es necesario que se realicen
técnicas especificas para que no se lleguen a confundir las patogenias de estos tipos de

cancer de células epidérmicas a consecuencia de la exposicion al sol, por lo cual es evidente
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que se desarrollan con mas frecuencia en la parte superior del cuerpo y que en estadios
avanzados se diseminan al resto del cuerpo y otros 6rganos.

En consideracion de lo antes estudiado, Liuzzi J, ET.AL en el 2013, realizaron un trabajo
investigativo en Venezuela con la finalidad de procesar muestras histoldgicas procedentes
de células escamosas del cancer bucal con la coloracion rutinaria de hematoxilina-eosina,
realizando cortes adicionales que incluian una seccion del tumor y 0.5 cm de margen no
tumoral, luego de utilizar la coloracion de rutina para dichas muestras se le realiz6 una
técnica inmunohistoquimica de marcaje para P53 y otras proteinas propias del tumor del
cancer bucal, factor que demostrd crecimiento en las células epidérmicas y endoteliales
vascular, concluyendo que para la determinacion de sitios tumorales con presencia de
células epidérmicas el oncogén 53 se encontraba positivo entre 1.5 a 2 cm del area con
marcaje intenso. 2

Observando una relacion en este estudio del cancer bucal y en nuestro trabajo investigativo
de la determinacion del P53 en la fotocarcinogénesis porque pueden atacar la piel y puede
haber cambios moleculares en el tejido aparentemente sano hasta unos 15 milimetros, por
estas razones se necesita realizar una rutina inmunohistoquimica de lesiones pre-malignas y
malignas, que pueden ayudar al diagndstico y tratamiento de esta y otras patologias
teniendo especial relevancia el estudio del oncogén 53 que puede ir acompafiado de

antigenos nucleares de proliferacion celular (PCNA).

DETECCION DE LA P53 Y EL CANCER

El gen supresor alterado con mayor frecuencia en neoplasias es el P53, que esta localizado
en el brazo corto del cromosoma 17, regién uno, banda tres, sub-banda 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, la cual llega a ser detectada en el ndcleo 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 prondstico negativo de aquellos tumores del mismo tipo que
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contienen el gen del tipo salvaje, como por ejemplo en canceres de mama, de rifion y colo-
rectal.*®

Un factor clave en el andlisis de mutaciones es el tipo y ubicacion de la variacion, por
ejemplo, se conoce que mas del 70% de variantes descritas en TP53 son mutaciones
missense, lo que afecta la estabilidad termodinamica de la proteina en su interaccion con el
ADN. Se conoce también que la presencia de mutaciones en regiones intronicas puede
modificar los puntos de corte en el splicing posterior a la transcripcién, generando proteinas
defectuosas, que han sido indicadas como blancos adecuados para el disefio de
herramientas de deteccién temprana de cancer.**

Las técnicas de inmunotincién permiten demostrar una variedad de antigenos en células y
tejidos utilizando anticuerpos marcados, las técnicas se basan en la capacidad de los
anticuerpos de unirse especificamente a los correspondientes antigenos, ésta reaccion es
visible solo si el anticuerpo estd marcado con una sustancia que absorbe, emite luz o
produce coloracion. Por otro lado existen marcadores basados en las enzimas que son
capaces de captar o suministrar un color a sustratos incoloros, posee una utilidad
diagnostica que permite la diferenciacion en marcadores de prondstico como neoplasias
dando como ejemplo la identificacion de los diferentes oncogenes y genes supresores con
anticuerpos monoclonales especificamente para el P53 identificando adicionalmente
marcadores diferenciales para melanoma, estas técnicas ayudan a determinar patologias en
diferentes partes del cuerpo y células epidérmicas con alteraciones y anomalias genéticas,
considerando el alto poder de preservacion del tejido y los antigenos después de haber sido
fijados en formalina.’

El diagndstico de las mutaciones del P53 estdn basadas en dos teorias no contradictorias
que se complementan, la teoria genética donde se plantea que las alteraciones que son
adquiridas en el genoma de las células somaticas dan origen a un cancer y por otro lado la
teoria epigenética habla de alteraciones metabdlicas que tienen que ver con las
potencialidades neoplasicas, esto ocurre porque dichos oncogenes codifican la sintesis de
moléculas que participan con dicha proteina a las cuales se unen los factores de crecimiento
anormal del P53.1

La demostracion de la P53 con técnicas inmunohistoquimica muchas veces no puede ser

objeto absoluto de diagndstico en las mutaciones ya que tenemos que tener en cuenta que
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este puede ser un resultado de la proteina 53 no mutada salvaje, la expresion de la P53 se ve
en etapas avanzadas de las carcinogénesis, uno de los muchos problemas actuales no es la
técnica en si, de manera manual o automatizada sino la mala interpretacion de los
resultados obtenidos por la falta de conocimiento acerca de estas técnicas; el margen de
error disminuye cuando el patdlogo y sus colaboradores tienen experiencia porque se
obtienen resultados que pueden ser analizados a la luz de otros hallazgos.**

La ventaja de este procedimiento es que puede ser realizado de un modo rutinario en los
laboratorios de histopatologia, pero tiene el inconveniente de que algunas mutaciones
pueden abolir la expresion de la P53 ("nonsense mutations", inserciones, deleciones,
mutaciones de sefial), no producen la proteina y como consecuencia dan un resultado
negativo (5-10 % de los casos). Por otra parte, los tumores pueden sobre expresar la P53 en
la completa ausencia de mutaciones en cualquier parte del gen. Esta hiper-expresion es
especifica de las células tumorales y no afecta a los tejidos normales, seria una alteracion
desconocida de la P53. Los problemas de evaluacion de la hiper-expresion de P53 en los
tumores malignos han sido revisados por Dowell et al (1994).%°

Lo anterior representa la importancia del conocimiento basico de las técnicas
inmunohistoquimica y la genética para lograr una interpretacion correcta de los resultados
observados, siendo necesario el uso de controles positivos y negativos para darle certeza y
credibilidad. Sin embargo, en la actualidad la inmunohistoquimica de P53 es un método
econdmico y sencillo para detectar la funcion aberrante de P53, ya que en la interpretacion
de los resultados los tumores P53 positivos se distinguen segun el patrén de la tincién
observada.'®

La proteina P53 puede ser dividida en tres regiones: a) aminoterminal que contiene un gran
namero de residuos basicos y hay un gran nimero de prolinas; b) carboxiterminal que es
muy hidrofilico y contiene muchos residuos cargados, y c) la regién central de la proteina
que contiene varias regiones muy hidrofébicas y pocos aminoacidos cargados. La proteina
p53 de diversas procedencias muestra una homologia no uniformemente distribuida y hay
cinco bloques bien conservados durante la evolucion: cuatro bloques estan en la regién
central y el restante se encuentra localizado en el aminoterminal. La presencia de cuatro
bloques en la region central muestra la gran importancia de la misma; es la region de

contacto con el ADN.?®
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La proteina P53 estd inactivada en muchos canceres humanos. El andlisis genético del
cancer colorrectal revela una tasa muy alta de pérdida heterozig6tica del brazo corto del
cromosoma 17, que contiene el gen de la proteina P53. El analisis con la PCR vy la
secuenciacion del alelo restante de P53 muestra que éste contiene a menudo una "point
mutation”. Se considera que hay tres clases de mutaciones de P53: a) mutaciones nulas que
inactivan totalmente la P53; pero no interfieren en la transformacion; b) mutaciones
dominantes negativas con una P53 totalmente inactiva que todavia es capaz de interferir
con la P53 natural, y ¢) mutaciones dominantes positivas donde la funcién normal de la P53
esta alterada y la P53 mutante adquiere una actividad oncogénica que estd directamente

implicada en la transformacion maligna.’®

TECNICA PARA LA DETERMINACION DE P53 EN LA
FOTOCARCINOGENESIS

La fotocarcinogénesis es un proceso que consta de tres etapas principales: iniciacion,
promocion y progresién, con cambios celulares y moleculares caracteristicos de cada una
de ellas. En la iniciacion, tiene lugar la transformacion de células sanas en células
cancerosas, caracterizadas por presentar fallos en los mecanismos de regulacion del ciclo
celular y en la sefializacion intercelular. Como punto critico, tenemos una iniciacion de
dichas células tumorales en la piel por la mutacién del gen supresor P53 en las células
gueranociticas epidérmicas a causa de la incidencia de los rayos UV, esto favorece la
proliferacion de estas células dafiadas y por lo tanto un cimulo de méas mutaciones al no
inducir mecanismos de reparacion del ADN, estos rayos desencadenan una intolerancia
inmunoldgica que tiene como resultado que dicho sistema no desarrolle una respuesta
apropiada que no solo favorece la supervivencia de la célula sino que la ayuda a
proliferar.>%

Una de las propiedades mas significativas de las proteinas P53 mutantes es el alargamiento
de su vida media. En las células normales, la P53 es indetectable por tener una vida media
extremadamente corta (15-20 min). En células transformadas, la proteina P53 mutada es
mucho mas estable, con una vida media de 24 h y se acumula en el ndcleo. Esta

acumulacion nuclear de la P53 mutada permite su deteccion por métodos o analisis
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inmunohistoquimicos, las cuales se ha empleado en diversos tipos de cancer con una buena
correlacion entre el anélisis molecular (presencia de una mutacién). *°

Previo al andlisis inmunohistoquimico, todo tejido debe pasar primero por las técnicas
histologicas convencionales que consisten en la elaboracion de bloques de parafina con
tejido o muestras tumorales incluidas, con la tincion posterior rutinaria de hematoxilina -
eosina (H-E) y con coloraciones especiales como lo es Schiff (PAS) para asi ser revisados
histologicamente. Luego se le hace un estudio de inmunohistoquimica para profundizar y
verificar los resultados de lo que fue el procesamiento rutinario de la proteina P53 porque el
proceso de rutina arroja el cancer pero no su tipologia, la técnica rutinaria se realiza para
tener una prueba control de la muestra y obtener un campo mas amplio de comparacién de
resultados en las técnicas aplicadas. De acuerdo con la literatura consultada, para la
deteccidon inmunohistoquimica de la proteina P53 los cortes histologicos deben ser de 4 mm
de espesor de cada tumor, se deben montar en laminas silanizadas, desparafinadas en xilol y
rehidratados con alcoholes decrecientes hasta agua des-ionizada.” *°

Luego, se debe realizar la recuperacién antigénica en el tejido con células malignas ya que
generalmente los tejidos se fijan en formalina y se embeben en parafina, esto provoca la
alteracion de la estructura tridimensional de la proteina, esto se realiza en una vaporera por
30 minutos, hay antigenos que pierden su reactividad inmunol6gica luego del
procesamiento de rutina, para poder determinar estos antigenos han desarrollado estas
técnicas de pre- calentamiento, luego de esto se sumerge en solucién recuperadora blanco
de Dako de pH 6. Las laminas deben ser lavadas con solucion de tris buffer salino con
tween 20 (TBST), el anticuerpo primario es el encargado de atarse a la proteina especifica
puede ser de raton, cabra, rata y conejo se encuba sobre las secciones histoldgicas a
temperatura ambiente durante 1 hora, después se lava con TBST. *°

Se le aplica un anticuerpo secundario anti- Ig G de raton unido a un extremo de peroxidasa
de rabano blanco para que se adhiera al anticuerpo primario y los dos se asocien al
antigeno, esto ayuda indirectamente en la deteccion y la purificacion de la proteina P53,
luego se procede a incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente, después de lavar en
TBST, se debe afiadir una mezcla de perdxido de hidrégeno como sustrato. Se aplica 3,3 —
diaminobencidina como cromdgeno por 10 minutos, luego se lava en agua corriente. Por

ualtimo, las muestras histoldgicas se colorean con hematoxilina de Mayer para contrastar el
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fondo de la reaccion, se deshidratan y se cubren con laminillas. El resultado de este método
sera considerado como un control positivo para la proteina P53.%

A continuacion, para la realizacion de esta técnica, se utilizan muestras de diferentes partes
de piel afectada. Después de desparafinar y bloquear la peroxidasa endogena con agua
oxigenada al 3% durante 30 minutos, se desenmascara el antigeno de las muestras con
tampén citrato a pH=6 en microondas durante 10 minutos, se dejan enfriar e
inmediatamente después se lavan con PBS y se incuban los tejidos con suero normal de
cabra al 10% durante 1h a T@ ambiente. Después se incuban las secciones con el anticuerpo
primario monoclonal contra antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA) durante
toda la noche a 4°C. Se lava e incuba con el anticuerpo secundario Goat anti-mouse
biotinado durante 1h a T2 ambiente, y finalmente se incuban con el complejo avidina-
biotina-peroxidasa durante 1h mas a T? ambiente. El revelado con diaminobenzidina
durante 3,5 minutos, y las muestras se contrastaron con Hematoxilina de Mayers para
diferenciacion entre el fondo donde se encuentran las demas estructuras y la reaccion
inmunohistoquimica de la proteina. *°

La eficiencia de la técnica inmunohistoquimica detectando la P53 en Fotocarcinogénesis es
realmente confiable. Perfeccionando las técnicas se pueden observar que los resultados van
a variar dependiendo del lugar y las pigmentaciones de los pacientes. El andlisis de la
expresion de proteina P53 mutada mediante inmunohistoquimica (técnica de Streptavidina-
biotina), se puede realizar en muestras de cortes verticales de 5 micras de grosor de
diferentes partes de la piel irradiadas, dichos cortes se montan sobre laminas de vidrio. Es
importante comentar que previo a la incubacion del anticuerpo primario (anticuerpo
monoclonal anti-proteina p53 Ab-5) siendo este anticuerpo mas especifico a la proteina, los
cortes histoldgicos son calentados hasta ebullicion y lavados con buffer fosfato (PBS).
Posteriormente, se incuban con el anticuerpo secundario, durante una hora y finalmente
revelados con diaminobenzidina, que corresponde a un sustrato-cromogeno, que da una
tincion color marrén.”

En esta prueba se deben emplear controles negativos y positivos, en los controles negativos
se sustituye el anticuerpo primario por suero normal, y como control positivo se utilizaron
casos de carcinoma de colon, previamente se les habia demostrado positividad para esta

oncoproteina. La estimacion de la positividad se realiza de acuerdo al porcentaje de células
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positivas en la muestra examinada. Para los fines de este estudio se consideraron como
positivos aquellos casos en que al menos 5% de las células mostraron positividad.?

Comparando las técnicas es notable la efectividad de la combinacién de los reactivos y la
importancia de tener controles que puedan verificar la presencia de la proteina P53 mutada
en el tejido, al realizar solo la coloracién de rutina con hematoxilina-eosina sélo se

detectaria el cancer pero no la tipologia cancerigena que los afecta.

IMPORTANCIA DE LA APLICACION DE LA TECNICA PARA LA
DETERMINACION DE LA P53

Los genes supresores tumorales estan implicados en diversos procesos de division celular:
las células se encuentran bajo un control del ciclo celular, es decir, una regulacion de la
expresion genica (programacion de la muerte celular y estabilidad del genoma). Un proceso
patoldgico es producto de la pérdida de actividad de estos genes, lo cual provoca la
incapacidad de respuesta a los mecanismos de control que regulan la division celular; de
modo que se produce esto en ocasiones, al desarrollo de neoplasias y a la evolucion de las
mismas hacia procesos tumorales mas agresivos. Diversos autores consideran que el
conocimiento sobre las alteraciones genéticas que potencian la iniciacion del cancer puede
facilitar la deteccidn precoz de los tumores primarios y de las posibles recurrencias lo cual
puede determinar el éxito en su tratamiento, lo cual reflejaria una cultura preventiva a nivel
nacional.*®

Por otra parte, un trabajo publicado en el 2002 ya develaba la importancia del gen supresor
tumoral P53, hasta la fecha han sido diversos los trabajos que han determinado este gen
debido a que juega un papel importante en las neoplasias humanas, pudiéndose detectar sus
alteraciones de forma indirecta mediante inmunohistoquimica, ya que la proteina “mutada”
es mas estable y de mayor vida media, lo que la hace detectable inmunohistoquimicamente.
La expresion inmunohistoquimica de la proteina P53 es un factor con influencia pronostica.
El gen supresor de tumor P53 estd mutado en aproximadamente la mitad de casi todos los
tipos de céanceres originados en un amplio espectro de tejidos. Las mutaciones de p53 se
encuentran en todos los grandes grupos histopatogénicos.*® 184

Lo anterior recalca la importancia de su conocimiento y estudio a nivel de los profesionales

de la salud, ya que la sobrexpresion de proteina P53 mutante ha sido estudiada por varios
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autores que detectaron inmunopositividad de la proteina p53 en un rango de 27-35% de las
lesiones pre malignas y de un 33-100% de carcinomas escamosos de cabeza y cuello,
siendo necesario actualizar y dar a conocer su importancia. Por otra parte, la presencia de
alteraciones de P53 en el tejido adyacente al tumoral ha demostrado ser un buen marcador
pronostico de recurrencia. Esto se debe a que las alteraciones moleculares son previas a las
que se pueden observar histopatoldgicamente en el tejido.> ?* Al observar los altos
porcentajes de mutacion del P53 por los rayos UV en la area superior podemos hallar la
importancia de la aplicacion de la técnica ya que esto podria esclarecer rapidamente la
patologia buscando un tratamiento a corto plazo que ayude a la enfermedad tomando
previsiones a futuro, y siendo de facil manipulacién para los profesionales de la salud

posibilitan el aumento de los parametros de diagnostico.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se logro esclarecer los aspectos moleculares relacionados con las mutaciones en la proteina
P53 durante la Fotocarcinogénesis y las causantes de ello, impartiendo conocimientos a los
estudiantes de Histotecnologia y pacientes afectados por esta enfermedad. Asimismo, se
destaca la importancia que tiene el realizarse estudios histopatolégicos que sugieran
diagnosticos més certeros, tales como las técnicas Inmunohistoquimicas. La alta incidencia
de mutaciones de P53 en los canceres humanos y las numerosas sugerencias de varios
investigadores sobre las consecuencias tanto diagndsticas como novedades de las
mutaciones de P53, sefialan la importancia del conocimiento y la optimizacion de los
métodos para el diagnostico, siendo una excelente opcién, los métodos
Inmunohistoquimicos.

Al utilizarse anticuerpos que se encuentran enddgenos en el organismo y ser una técnica
histopatoldgica, las técnicas Inmunohistoquimicas pueden utilizarse para rutinas
diagnosticas (teniendo en cuenta los costos necesarios) donde la proteina actia como el
marcador tumoral para detectar de manera indirecta la presencia de alteraciones en el ADN
con un grado alto de especificidad y deteccion de las alteraciones en las células epidérmicas
en la fotocarcinogénesis. Tomando en cuenta toda la informacién aqui suministrada se
puede decir que de no realizar esta técnica, los pacientes ignoraran el tipo y el grado de
malignidad que tiene el cancer de piel por rayos UV para su posterior tratamiento.
Finalmente, se recomienda para futuras monografias que indaguen acerca de otras técnicas
inmunohistoquimicas que puedan complementar los estudios ya realizados y asi aumentar
el indice de un diagnoéstico certero y preciso de la enfermedad para reducir la incidencia

patogénica de este y otros tipos de cancer ligados con la técnica y el P53.
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