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SUMMARY
Background: The p53 protein is an important determinant in neoplasms and regu/ates the growth of cells in culture, but the pract/cal
implications of this phenomenon have yet to be fully elucidated. The goal of this study was to determ/ne the value of p53 express:on
as:a marker of tumor progress:on and the prognos:s of gastric carcinoma. Materials and methods: The immunohistochemical over:
expression of p53 (D07) was analyzed in 63 consecutive gastric carcinomas (62 endoscopic biopsies and 37 resection specimens from
63 different patients). The relation between the hlstolog/ca/ type and the evolution of the disease were studied. Results: There was
strong expression of p53 in 26 of 37 resection speamens (70%), and 64% of the endoscopy biopsies (40/62). No significant correla-
tion was found between p53 accumulation and h/stolog/ca/ type and dlfferennat/on grade. Conclusions: The gastrlc carcinomas frequently
showed p53 overexpression, there was no relation to- the others parameters (histological type, infiltration, differentiation grade), and
I there was no independent prognostic variable. The correlat/on between the endoscopy biopsies and gastrectomy speCImens was very |
good. Rev Esp Patol 2000; 33(1): 17-23. ! ‘ ‘ C *
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RESUMEN ?

Planteamiento: La p53 es una proteina /mp//cada de manera importante en el desarroflo de muchas neoplasias, interviniendo en el
crecimiento celular, aunque su verdadera funcidn atin tiene que ser mds investigada. La idea de este estudio fue valorar la expresion
de p53 como marcador de progresion tumoral y factor prondstico en el carcinoma gastrico. Materiales y métodos: Hemos determlna-
do la expresién inmunohistoquimica de p53 (clon DO7) en 63 carcinomas gdstricos consecutivos (62 biopsias endoscdpicas y 37|
especimenes de reseccion), relaciondndolo con los parametros histolégicos y fa evolucion. Resultados: El 70% de las piezas quirdr-
gicas (26/37) y el 64% de las biopsias endoscdpicas (40/62) muestran manifiesta o intensa exprésién de p53, sin relacion claramen-
te significativa con el tipo histolégico o el grado dé diferenciacion. Conclusiones: Los carcinomas gdstricos frecuentemente expresan |
p53, siendo independiente de otros pardmetros (tipo histologico, infiltracion, grado de diferenciacion). y no constituyen una variab/e ‘
prondstica independiente. Existe una buena correlacion entre la expres:on de p53 en las biopsias endoscopicas v las piezas qu:rurg/- ‘
cas. Rev Esp Patol 2000; 33(1): 17-23. :
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INTRODUCCION | ‘ o nodcidos. Su inactivacién por mutaciones (i) parece ser
o T muy, importante en el desarrollo de muchos cénceres
El gen supresor p33 estd localizado en el brazo corto del humanos, originando una proteina andémala. de mayor
cromosoma 17, y codifica una fosfoproteina de 393 ami- vida media (p53 mutante) que la nativa (p33 salvaje).
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Parece que, al menos en gran medida, hay bastante rela-
cién entre las mutaciones y la expresién inmunohisto-
quimica de p53 (2). Muchos autores han investigado su
importancia en relacién con el cdancer gastrico (3, 6), con
resultados dispares. Nosotros hemos estudiado la expre-
sién nuclear de p53 por inmunoperoxidasa de todos los
casos de carcinoma géstrico con confirmacién histol6gi-
ca de nuestro hospital, tanto en las biopsias endoscépi-
cas como en las correspondientes piezas quirtirgicas dis-
ponibles. ‘

MATERIALES Y METODOS

Se han revisado todos los carcinomas gastricos con
diagnéstico histoldgico consecutivos existentes en nues-
tro archivo (01/09/93 hasta 01/09/98), incluyendo las
biopsias endoscépicas y las piezas quirtrgicas, en su
caso. El ndmero total de enfermos diferentes ha sido 63,
de los que 37 tenian biopsia y pieza, y los 26 restantes
solo biopsia. El nimero total de biopsias géstricas para
el mismo periodo fue de 1440. El hospital‘atiehde‘ auna
poblacién de unos 150.000 habitantes, eminentemente
rural. Se estudiaron las caracteristicas macroscc’)picas,' la
histologia (clasificacién de Lauren), la expresion de p53
y la evolucién clinica.

De los eépecfmenes de reseccion, se selecciond un
bloque. por tumor para estudio inmunohistozqufmico,
procurando que incluyese neoplasia y borde con epitelio
géstrico no tumoral, asi como suficiente pared gistrica
en profundidad. De éstos y de los bloques de biopsias
endoscopicas se cortaron secciones a 3 {1, montandose
sobre portaobjetos silanizados manualmente. Se despa-
rafinaron en estufa durante media hora, y despué’s fueron
hidratados. Previo desenmascaramiento antigénico (7),
se incubaron con anticuerpo anti-p53 (clon DO7. Dako,
1:300 en PBS), durante una hora a temperatura ambien-
te, prosiguiendo normalmente con el método de estrep-
tavidina per0x1dasa (LSAB, Dako). Como cromdgeno
se us6 DAB llqu1da (Concepta), controlando el revelado
con microscopio y, a continuacién, lavado, aclarado y
montaje con DPX. :

La expresion de p53 fue valorada como negativa o
positiva (color marrén nitide): 0, ninguna; 1, positividad
evidente en <2% de los ndcleos; 2, positividad mani-
fiesta en el 40% a 50% de los ncleos; 3, positividad en
>90% de los ndcleos. Se valoraron antes de conocer la
historia clinica de cada caso. : i
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La evolucién de los pacientes fue estudiada a través
del servicio de documentacién del hospital. ‘

RESULTADOS

Caracteristicas macroscopicas

De todos los 63 casos, sélo 37 pudieron ser resecados
con fines curativos. LL.a mayoria de ellos estaban locali-
zados, en la region antral. El tipo macroscopico predo-
minante fue el III de Borrman (ulcerado e infiltrante)
(Fig. 1)..Hubo tres pacientes con carcinomas gastricos
muiltiples (2 de 2 y 1 con 4 tumores polipoides), tres de
linitis pldstica pangdstrica (Fig. 2), uno sobre adenoma
polipoide, y otro sobre boca anastomotica (Billroth-II).
El didmetro medio fue de 7 cm, aunque hubo casos que
ocuparon todo el estémago. SSlo hubo tres casos de car-
cinoma precoz, dos de ellos pertenecientes al tipo III
(excavado con tlcera profunda circunscrita), y otro poli-
poide.

Figura 1. Fotografia macroscépica de un carcinoma tipo lil. Véanse los
bordes elevados y el fondo ulcerado.
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Figura 2. Superficie de corte de un carcinoma difuso. Obsérvese el grosor de la pared, que se encuentra infiltrada en su totalidad (linitis plastica).

Caracteristicas histologicas

La mayoria correspondia al tipo intestinal de Lauren
(n=45), y bastantes menos al tipo difuso (n=12), tres se
consideraron mixtos y otros tantos eran imprecisos
(biopsia endoscépica). Sélo tres casos cumplfan criterios
de cércinomas intramucosos, y el resto de los interveni-
dos fueron carcinomas a\/anzados, con infiltrjacién‘hasta
la serosa (n=34). Entre éstos, se documentaron ganglios
metastdsicos en 22, y es probable que en algunos mas las
estaciones ganglionares ‘fueran borradas por la infiltra-
cién del tejido adiposo.% A éstos habria que afadir los
considerados inoperables (n=6) y los irresecdbles explo-
rados con laparotomia (n=15). De cuatro casos no dis-
poniamos del estadio (perdidos o intervenidos fuera). E1
85% de los carcinomas de tipo intestinal eran modera-
damente o poco diferenciados. Todos los difusos eran
carcinomas avanzados, y tres de ellos originaron engro-
samiento intenso de la pared gastrica (linitis pldstica),
como muestra la Fig. 2. Un caso correspondié a la
variante de carcinoma géstrico con estroma linfoide (8),
y estaba originado sobre la boca anastomética que
qued¢ tras una intervencién de ulcera péptica afios antes.

Expresion de p53 |

Del total de 63 casos, se encontrd expresion de p53 nu-
clear en 50 de las biopsias endoscépicas (30 de 62). En
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uno no se pudo estudiar al estar el bloque de inclusién
agotado. El grado de expresion fue considerado ‘con
valor 1 en 10 casos, valor 2 en 17 casos y como 3en 23
casos. En cuanto a las piezas, se encontré expresion en
27 de los 37 especimenes de reseccion (valor 1 en 1, va-
lor 2 en 6, valor 3 en 20). La valoracién comparada Cbn
la pieza quirtirgica fue equivalente en 35 de los 37 casos
de los que dispusimos de ambas, y s6lo en un caso la ex-
presién fue mayor en las piezas que en la biopsia previa.

El grado de expresion fue independiente del grado de
diferenciacién (Figs. 3 v 4), siendo, ademads, bastante
homogénea en cada seccién histolégica estudiada.
Nunca encontramos expresion en el epitelio foveolar no
neopldsico, con una nitida diferencia entre ambos (Fig.
3). De los 12 casos del tipo difuso dispusimos de pieza
en nueve, y de ellos, cuatro expresaron p53 tanto en la
biopsia como en la pieza quirdrgica (Figs. 6 y 7), y en
cinco no hubo expresion. La expresién en las células
(casos ditfusos) y en las gldndulas (casos intestinalés)
infiltrantes era tan fuerte en. profundidad como en las
porciones mé4s cercanas al epitelio. El caso de carcinoma
con estroma linfoide mostrd intensa expresion de p33 en
el componente epitelial, no asi en la poblacién linfoide.

En cuanto al grado de infiltracién, los tres carcino-
mas intramucosos mostraron expresion nuclear de grado
3 (Fig. 8). En uno de ellos, ademds, €sta era evidente en
el epitelio displdsico vecino.
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Figura 3. Adenocarcinoma bien diferenciado de tipo intestinal con in-
tensa expresién de p53 sélo en los nicleos neopléasicos (original, inmu-
noperoxidasa x100). ‘ Co

Figura 4. Adenocarcinoma moderadamente diferenciado infiltrando la
pared géastrica con expresién. maxima de p53 (original, inmunoperoxi-

dasa x100).
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Figura 5. Adenocarcinoma poco diferenciado con expresion de grado

3. Véanse los nicleos no marcados del epitelio foveolar vecino (origi- fuertemente marcadas con p53 (
nal, inmunoperoxidasa x100). . noperoxidasa x100).

Figura 6. Adenocarcinoma difuso. Véanse las células en anillo de sello

biopsia endoscdpica) (original, inmu-
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Figura 7. Expresion de p53 en la pieza quirargica del mismo,caso que
la Fig. 6. Véanse las células sueltas infiltrando la capa muscular. fuer-
temente marcadas con p53 (original, inmunoperoxidasa x100).

Correlacion clinica

De los 63 casos, la distribucién etaria fue la Sigtiie‘nte: 5
casos de entre 30 y 40 afios, 4 entre 41 y 50, 4 en:tre 51
y 60, 25 entre 61 y 70, 20 entre 71 y 80, v 5 casos entre
81 y 90 afios. Cuarenta y dos eran varones y 21 mujeres.
De todos ellos, 42 habian fallecido. 13 contindan vivos,
y 9 se han perdido, si bien la mayoria de los qﬁe‘estén
vivos tienen menos de dos afios de evolucion, v los que
estan perdidos eran, en su mayoria, casos inoperables o
irresecables. Dado el alto indice de expresién dé pS3 en
todds los carcinomas, no encontramos diferencias entre
ellos con respecto a la mortalidad; sélo existian algunos
casos (mds difusos que intestinales) que no la expresa-
ban, pero sin significacion.

DISCUSION

A pesar de que la incidencia de carcinoma gdstrico en
muchos pafses industrializados ha caido, sigue siendo
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Figura 8. Carcinoma intramucoso de tipo intestinal. Se ven las glan-
dulas, malignas fuertemente marcadas, sin sobrepasar la mucosa (ori-
ginal, inmunoperoxidasa x100).

una ;imi)ortanté causa de muerte (9). Nosotros hemos
comprobado que a los tres afios del diagndstico la ma-
yoria ya han fallecido. A la hora de valorar la expresion
de p53, importa mucho el rango que aceptemés como
posiffvo. Asi, por ejemplo, en el trabajo de Hurlimann y
Saraga (10) se consideran positivos incluso los casos
que sélo presentaron algin ndcleo ocasional, mientras
que Ménig y cols. (11) desestimaron los que mostraban
una expresién inferior al 209 de los niicleos. Ademds,
ellos no especifican si utilizaron técnicas de desenmas-
caramiento antigénico, que pueden tener mucha influen-
cia. Es 16gico pensar que de esta forma no se pueden
comparar los résultados y que, de hecho, las diferencias
se deban, al menos en parte, a la metodologia. En el es-
tudio-de Sanz Esponera (6) se concluye que los carcino-
mas con expresién deip53 (D07) tienen peor prondstico,
aunque el Unico factor prondstico independiente es el
estadio. Sanz encontrd un alto porcentaje de expresion
en displasias graves (25%), carcinoma ‘precoz y avanza-
do. Dicho trabajo incluia bastantes carcinomas no inva-
sores, lo que contrasta con nuestra serie, donde eran
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franca minoria, y los tres mostraban intensa. expreswn
de p53. Ademis, s6lo vimios un caso de dlsplasm mode-
rada-grave, marcado, en los margenes de un carcinoma
precoz. Al igual que lo comunicado por otros autores,
las zonas de metaplasia enteroide y las no neoplasmas no
se marcaron. : 1

Gabbert y cols. (12) estudiaron a 418 pacientes inter-
venidos de carcinoma gastrico, sin encontrar que“la ex-
presion de p53 fuera significativa para la superviVte}cia.
Los autores suponen que los casos negativos puedan co-
rresponder a tumores con titulos normales de p53 ‘salva-
Jje, tumores que han perdido ambos alelos, o tumorfzsique
expresan una proteina p53 mutante no reconocida por el
clon D01 utilizado en su estudio.’ Si esto fuese posfble,
es decir, que las formas mutadas pudieran contener dife-
rentes epitopos no reconocibles, habria que ‘poner en
cuestion los casos neoatlvos En otro trabajo cldsico,
Martin y cols. (3) encontraron una intensa expresion de
p33 en el 57% de los carcinomas géstricos estudiados
usando un anticuerpo poiiclonal (CM1), con relacion
significativa con el estadio mds avanzado y con un peor
prondstico. Lim y cols. (5) encontraron una intensa ex-
presion inmunohistoquimica de p33 (D07) en el 23% de
los casos de su serie, y mutaciones para la misma en el
28%, con buena conc01danc1a entre ellas. Ademas con-
sideraron que las mutaciones, pero no la determinacién
mmmunohistoquimica, tenifan valor de mal prondstico
como indicador mdependlente

Seruca y cols. (13) estudiaron la explesmn de pa?
(PADb 1801) asi como la pérdida de alelos y la presencia
de mutaciones en 30 carcinomas gastricos consecutivos.
Sélo encontraron acumulacion inmunohistoquimicaﬂe
p53 en cuatro casos, que pérecen pocos; pérdida alélica
(pPYNZ22.1) en nueve, y mutaciones en tres de 10s nueve
casos estudiados, concluyendo que el nivel de éstas seria
inferior que el detectado en el carcinoma de colon. ‘

Ikeda y cols. (14) han estudiado la relacién entre
apoptosis y la progresién del carcinoma géstrico sobre
un total de 88 estémagos resecados. Considerando tres
grupos (pequefios, precoces y avanzados) no encontra-
ron relacién estadistica significativa entre el indice de
apoptosis (TUNEL) y la expresién nuclear de p53 (BP
53), sugiriendo que la progresion del cancer gastrico
estd definida por un incremento gradual de la actividad
proliferativa, con ocurrencia de la apoptosis de forma
constante, y que ésta serfa inducida independientemente
de la via del gen de la p53. .
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Ioachim y cols. (15) encontraron expresion de p53
(D07) en el 42% de sus casos (22/52), asociada con la
necrosis y la permeacién vascular, asi como con la acti-
vidad proliferativa de PCNA, pero no con el estadio.

En nuestro estudio, si consideramos los grupos con
expresmn de grado 2 y 3 (manifiesta y masiva) en las
piezas quirtirgicas, englobamos a 26 pacientes (26/37),
lo que significa un 70%. Si nos referimos a las biopsias
endos@épicas, también se alcanza una cifra cercana, casi
el 63%. con buena correlacién entre ambas. Destacan
ademds la alta mortalidad de nuestros pacientes, proba-
blemente debida a un estadio’ avanzado en casi todos
ellos, 'y los pocos carcinomas precoces que tenemos,
que, ademds, expresaban p33 de forma intensa. La inci-
dencia es el doble en hombres que en mujeres. No
hemos encontrado relacién significativa con el tipo his-
tolégico, la profundidad de la infiltracién o el grado dé
diferenciacin, y parece claro que la historia natural del
carcinoma gastrico en nuestra comarca es hacia la invaJ
si6n y. d1sem1nac10n (carcinoma géstrico avanzado) en
poco tlempo
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