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EXPRESION DE p53 Y DE bcl-2 EN ADENOMAS Y CARCINOMAS COLORRECTALES
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Resumen Trabajos recientes han asociado a los genes p53 y bcl-2 en el proceso de la

transformacion neoplasica. Dado que la secuencia adenoma-carcinoma en el
colon y recto es un buen modelo natural de carcinogénesis, consideramos de interes ana-
lizar la expresion de bcl-2 y de p53 en estas neoplasias. Se estudiaron 73 polipos
adenomatosos (adenomas) y 60 adenocarcinomas de colon y recto. De los adenomas
16 tenian displasia leve, 27 moderada, 15 severa y en 15 habia carcinoma focal. Todos
los adenocarcinomas sobrepasaban la muscular propia y eran moderadamente diferen-
ciados. La expresion de los genes se analizo por inmunohistoquimica utilizando el anti-
cuerpo bcl-2 de Dako y el anticuerpo p53 de Novocastra. Los resultados mostraron que
hubo acumulacion de proteina p53 en 34/73 (46%) del total de los adenomas y en 47/60
(78%) de los adenocarcinomas (p = 0,0001). El conjunto de adenomas con displasia mos-
tro una reactividad de 26/58 (45%), similar a 8/15 (53%, p = 0,4) de los adenomas con
carcinoma focal, aunque diferente a la de los adenocarcinomas, 47/60 (78%, p = 0,0001).
Con referencia al bcl-2, 53/73 (73%) del total de los adenomas lo expresaban mientras
que en los adenocarcinomas la expresion se observé en 14/60 (23%, p =0,0000). En los
adenomas sin carcinoma se encontré una expresion de 47/58 (81%) que comparada con
la observada en los adenomas con carcinoma focal, 6/15 (40%), y con adenocarcinoma,
14/60 (23%), mostraron diferencias estadisticamente significativas (p = 0,001 y p = 0,0000
respectivamente). Cuando se analiz6 la frecuencia de expresion de los dos genes estu-
diados en las diferentes neoplasias se observé entre ellos una relacion inversa. Este
trabajo permite concluir que la expresion de bcl-2 es un evento temprano en la
carcinogénesis y que es reemplazado por la mutacion de p53 al progresar la neoplasia.
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La transformacion neoplasica es producto de
multiples alteraciones genéticas en cascada. Es-
tas alteraciones incluyen activacion de oncogenes
por mutacion, translocacién o amplificacion, e
inactivacion de genes supresores por delecion o
mutacion de punto'’. Uno de los genes que con
mayor frecuencia se encuentra alterado en las
neoplasias humanas es el p532 3. Este gen, lo-
calizado en el brazo corto del cromosoma 17,
codifica una fosfoproteina nuclear que participa
en la regulacion del ciclo celular®. Las diversas

Recibido; 3-1-1997 Aceplado: 3-1X-1997

" Direccién postal: Dr. Alberto S. Sundblad, Hospital Privado
de Comunidad, Cérdoba 4545, 7600 Mar del Plata, Argentina

mutaciones que puede sufrir dan como producto
proteinas funcionalmente ineficientes para regu-
lar la proliferacion celular resultando en un au-
mento de la actividad proliferativa®’ y de este
modo en una accion oncogénica‘. El producto de
estas mutaciones puede ser detectado por me-
dio de la inmunohistoquimica® ®.

Por su parte el proto-oncogen bcl-2 ha sido
implicado en el funcionamiento de la apoptosis'®
1. La apoptosis serfa un mecanismo de impor-
tancia en el desarrollo de los tumores pues su
crecimiento seria producto del balance entre la
actividad proliferativa y la eliminacién de células
anomalas’2. La translocacion (t14:18) del gen bcl-
2, observada inicialmente en los linfomas B, pro-
duce sobreproduccién de la proteina bcl-2 que
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induce el bloqueo de la apoptosis'. Hay varios
estudios realizados en tumores solidos'* ', sin
embargo, debido a que el gen bcl-2 probablemen-
te es regulado por los receptores de estrégenos'®
su expresion en 6rganos hormono-dependientes,
tales como mama, ovario, endometrio, etc. se
veria influida por la presencia de receptores hor-
monales.

Por otra parte, recientes trabajos han asocia-
do a los genes p53 y bcl-2 en el proceso de
apoptosis?®-?' siendo sus acciones contrapuestas.

Dado que la secuencia adenoma-carcinoma en
el colon y en el recto es un buen modelo natural
de carcinogénesis y que las células comprometi-
das en estas proliferaciones no son hormono-
dependientes, consideramos de interés estudiar
la expresion de bcl-2 y de p53 en una serie de
carcinomas colorrectales y sus precursores.

Material y métodos

Se estudiaron 73 polipos adenomatosos (adenomas
tubulares), 49 de colon y 24 de recto, correspondientes a
61 pacientes. En 12 de ellos se estudiaron 2 adenomas.
Treinta y cinco habian sido obtenidos por resecciones
endoscopicas y 38 estaban en piezas quirdrgicas rese-
cadas por carcinoma. Pertenecian a 32 hombres y a 29
mujeres con una edad promedio de 69,5 anos. El nime-
ro y el grado de displasia de los adenomas fueron: 16 con
displasia leve, 27 con displasia moderada, 15 con
displasia severa y 15 con carcinoma focal que invadia los
haces de la muscular de la mucosa de la cabeza del
adenoma pero dejando el tallo libre?* ?*. La serie se com-
pleté con 60 adenocarcinomas, 43 de colon y 17 de rec-
to, pertenecientes a 60 pacientes, de los cuales 24 eran
hombres y 36 mujeres. La edad promedio fue de 70,3
anos. Todos eran piezas de resecciones quirurgicas, in-
vadian hasta |la subserosa y eran moderadamente dife-
renciados.

En todos los casos el tejido habia sido fijado en formol
buffer al 10% y los cortes tenidos con hematoxilina eosina.
El grado de displasia de los adenomas fue asignado de
comun acuerdo entre los tres autores quienes examina-
ron los casos con un microscopio de multiple cabezal.
Para inmunohistoquimica se utilizé el anticuerpo bcl-2 de
Dako (clon 124) diluido 1:100 y para la proteina p53 el
anticuerpo de Novocastra (clon DO7) diluido también
1:100. Previamente los cortes fueron puestos en un hor-
no de microondas con buffer de citrato?. El anticuerpo
primario fue incubado durante 18-20 hs a 42 C. Luego se
aplico un secundario biotinilado 1:300 durante 45 minu-
tos seguido de complejo ABC 1:200 durante 45 minutos.
Para el revelado se utilizé diaminobenzidina. La evalua-
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cion de la reactividad de las neoplasias se hizo contando
cien celulas en cinco campos a gran aumento (X 400).
Los tumores que mostraron coloracién citoplasmatica en
mas del 10% de las células con el anticuerpo bcl-2 fue-
ron considerados positivos. El mismo porcentaje de tincion
nuclear fue usado para evaluar la reactividad al anticuer-
po pS53.

Para el estudio estadistico se utilizé el test del chi
cuadrado para tablas de contingencia de 2 x 2.

Resultados

p53. Hubo acumulacién de proteina p53 en 34/
73 (46%) del total de los adenomas y en 47/60
(78%) de los adenomcarcinomas (p = 0,0001). El
conjunto de adenomas con displasia mostro una
reactividad en 26/58 (45%), similar a la de los
adenomas con carcinoma focal, 8/15 (53%), aun-
que diferente a la de los adenocarcinomas (p =
0,4y p = 0,0001 respectivamente). La reactividad
de las diferentes lesiones puede observarse en
la Tabla 1.

becl-2. La inmunohistoquimica mostré que 53/
73 (73%) del total de los adenomas expresaba
bcl-2 mientras que en los adenocarcinomas la
expresion se observo en 14/60 (23%, p = 0,0000).
Al agrupar los adenomas de acuerdo al grado de
displasia y a la presencia de carcinoma focal se
observoé una frecuencia decreciente de reactividad
a la proteina bcl-2 (Tabla 2). Cuando se fusiona-
ron los adenomas con los tres grados de displasia
en un solo grupo se encontré una expresion en
47/58 (81%) que comparada con la observada en
los adenomas con carcinoma focal, 6/15 (40%),
y con adenocarcinoma, 14/60 (23%), mostraron
diferencias estadisticamente significativas (p =
0,001 y p = 0,0000 respectivamente). Cuando se

TABLA 1.— Expresion de p53 en adenomas y
adenocarcinoma

Tipo de neoplasia n Yo

Adenoma con displasia leve 7/16 44

Adenoma con displasia moderada 10/27 375
Adenoma con displasia severa 9/15 60"
Adenoma con carcinoma focal 8/15 53@
Adenocarcinoma 47/60 78#

vs @ p=04 * vs# p = 0,0001
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TABLA 2.- Expresion de bcl-2 en adenomas y
adenocarcinoma

Tipo de neoplasia n %
Adenoma con displasia leve 11/16 69
Adenoma con displasia moderada  24/27 89"
Adenoma con displasia severa 12/15 80"
Adenoma con carcinoma focal 6/15 40@
Adenocarcinoma 14/60 23#

*vs@ p = 0,001 *vs# p = 0,0000

TABLA 3.- Expresion de bcl-2 y p53 en todos los
adenomas y en adenocarcinoma

Proteina Adenomas  Adenocarc. Valor de p
bel-2 53/73 14/60 0,0000
p53 34/73 47/60 0,0001
Adenomas y adenocarcinoma
Expresion de bcl-2 y de p53
S0 '1
c 80 p53'
5 s
§ 70
g 60
o 501
o 404
30
20 4
10 -
0 T -
Adenomas Adenomas-ca Adenocarc.
Figura 1.

analizo la frecuencia de expresién de los dos
genes estudiados en las diferentes neoplasias se
observo entre ellos una relacién inversa (Tabla 3
y Fig. 1).

Discusion

El gen p53 codifica una proteina que participa
en un sinnimero de procesos celulares?, algu-
nos de los cuales se relacionan con la funcion del
gen bcl-226. Bajo ciertas circunstancias el gen p53
puede sufrir una mutacién con sustitucion de un
codén, dando por resultado la sintesis de una
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proteina con un aminoacido distinto al de la pro-
teina normal y cuya funcion es anémala. Debido
a que la vida media de la proteina mutada es
mayor que la de la proteina normal, aquella se
acumula en el nucleo lo que permite, mediante
anticuerpos apropiados, su deteccion por inmuno-
histoquimica?’. En la presente serie se observo
una expresion paralela al grado de transforma-
ciéon neoplasica de las lesiones. El 45% de los
adenomas mostraron acumulacion de proteina
p53, cifra considerablemente mayor que el 16%
relatado por otros autores?. De los 15 adenomas
con carcinoma focal el 53% eran reactivos al p53,
porcentaje semejante al 60% de otra serie?®,
mientras que esa reactividad aumento al 78% en
nuestro grupo de adenocarcinomas, algo mas fre-
cuente que 65% y 42% constatado en otros tra-
bajos?: 26,

Por su parte el proto-oncogen bcl-2, inicialmen-
te estudiado en células hematopoyéticas, ha
mostrado sobreexpresién en diversos tumores
sélidos' - '8, El alto indice de reactividad en
neoplasias hormonodependientes, tales como
mama, ovario y endometrio es atribuido a la aso-
ciacion con la presencia de receptores estro-
génicos': 151928 En otros epitelios su expresion
es variable, y dentro del tubo digestivo, se obser-
v6 aumento de la proteina bcl-2 en displasias y
en adenocarcinomas gastricos'®2°. En colon y
recto la secuencia adenoma-carcinoma brinda un
modelo natural de carcinogénesis para el estudio
de la expresién de genes comprometidos en este
proceso. La presente serie mostré una cifra de-
creciente de reactividad a bcl-2 paralela al aumen-
to de atipia. Los adenomas en general tuvieron
81% de expresion, cifra similar al 82% y 86% de
series previas®?°, Cuando los adenomas presen-
taban carcinoma focal el porcentaje de adenomas
con expresion de bcl-2 descendié al 40%, propor-
cién mayor que el 28% observado por otros au-
tores?®. Sélo el 23% de los carcinomas avanza-
dos de nuestra serie expresaron bcl-2, valor si-
milar al 34% de una serie anterior?® pero consi-
derablemente menor que el 67% referido en otra
publicacion?°.

Esta relacion inversa entre la expresion de
ambos genes no sélo ha sido observada en can-
cer de colon sino también en otras neoplasias'"
21.30 Podria representar funciones opuestas de
ambos genes?' o que la expresion de bcl-2 sea
inhibida por la mutacion de p53. Un efecto de
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estas funciones contrapuestas es que un aumen-
to de la actividad proliferativa en las neoplasias
frecuentemente se asocia a alta expresion de p53
y baja expresion de bcl-2?', En este trabajo como
en series anteriores se pudo observar que la ex-
presion de bcl-2 es un evento temprano en la
carcinogenesis colorrectal y que tiende a dismi-
nuir cuando mas tardiamente aparece la muta-
cion de p53.

Summary

Expression of p53 and bcl-2 in adenomas and
colorectal carcinoma

Recent publications have associated p53 and
bcl-2 genes in the process of neoplastic transfor-
mation. As the colonic adenoma-carcinoma se-
guence is an adequate natural model for
carcinogenesis, it was considered interesting to
analyze the expression of bcl-2 and p53 in these
neoplasms. Seventy three adenomatous polyps
(adenomas) and 60 adenocarcinomas of the co-
lon and rectum were studied. Adenomas showed
mild dysplasia in 16, moderate in 27, severe in
15 and focal carcinoma in the remaining 15.
Adenocarcinomas surpassed the deep muscle
layer in every case and were moderately differ-
entiated. The studied gene expression was
analized immunohistochemically using antibodies
bcl-2 from Dako and p53 from Novocastra, both
at a 1:100 dilution. Cytoplasmic stain for bcl-2 and
nuclear stain for p53 above 10% of the cells were
considered positive for each gene respectively.
Results showed that there was accumulation of
p53 protein in 26/58 (45%) adenomas with
different grades of dysplasia. This result is similar
to the reactivity found in adenomas with focal car-
cinoma where 8/15 (63%, p = 0.4) were positive
but different from adenocarcinomas which were
positive in 47/60 (78%, p = 0.0001). Regarding
bel-2, positivity was found in 53/73 (73%) of all
the adenomas whereas adenocarcinoma showed
expression in 14/60 (23%, p = 0.0000). When
adenomas were grouped according to their de-
gree of dysplasia and the existence of focal car-
cinoma, a diminishing frequency of reactivity for
bcl-2 was found and when adenomas with three
different grades of dysplasia were fused together,
47/58 (81%) were positive and this was compared
with adenomas having focal carcinoma, 6/15
(40%) and with adenocarcinoma, 14/60 (23%),
they showed significant differences (p = 0,001 and
p = 0,0000 respectively). The analysis of the fre-
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quency of expression for both genes studied in
the different lesions described yielded an inverse
relation between them. This study allows the con-
clusion that the expression of bcl-2 is an early
event in carcinogenesis and that it is replaced by
mutation of p53 as the neoplastic change
progresses.
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To see a world in a grain of sand
And heaven in a wild flower
Hold infinity in the palm of your hand

And eternity in one hour

Ver un mundo en un grano de arena

Y un paraiso en una flor silvestre

Sostener el infinito en la palma de tu mano
Y contener la eternidad en una hora

William Blake (1757-1827)

Auguries of innocence
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