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Articulo original

Expresion de factores de proliferacion celular y
del gen supresor de tumores en eséfago de
Barrett y metaplasia gastrica

Raul Pichardo-Bahena,* Francisco José Paz-Gémez,* David Avalos Reyes,* Blanca Alicia Barredo Prieto,*

Natllely Itzel Ruiz Gomez,* Nahum Méndez-Sanchez***

Resumen

Antecedentes: En el adenocarcinoma esoféagico originado en es6-
fago de Barrett se ha identificado la sobre-expresién de Ki-67 y p53,
misma que no se ha evaluado extensamente en lo sujetos con EB
sin displasia. Objetivos: Comparar y cuantificar la expresion de Ki-
67 y de p53 en sujetos con EB y MG en una serie de casos. Méto-
dos: Se seleccionaron sujetos con enfermedad por reflujo eséfago-
gastrico (ERGE) a los que se les realizé biopsia de eséfago, que
fueron diagnosticados como EB o MG y que se contara con lamini-
llas y bloque de parafina. Se realizé inmunohistoquimica con anti-
cuerpos anti Ki-67 y p53. Se contaron 100 nucleos por caso en el
epitelio plano estratificado no querainizado (EPNQ) y en el epitelio
glandular y se obtuvo el porcentaje de nucleos positivos por caso.
Resultados: Se seleccionaron seis casos con diagndstico de EB y
4 con MG. En tres casos de EB la expresion antigénica no fue eva-
luada en el EPNQ. En uno de los casos de EB se identifico displasia
de bajo. No hay diferencia entre los promedios de expresion encon-
trados tanto en el epitelio glandular como plano estratificado y los
rangos de expresion son muy variables. Conclusiones: Hay sobre-
expresion de Ki-67 y p53 en ambos epitelios. Muy probablemente el
estimulo persistente sobre este epitelio y la expresion del gen su-
presor de tumores y proliferacion celular sean el mecanismo por el
que se desencadene la presencia de tejido metaplasico.

Palabras clave: Esofago de Barret, metaplasia gastrica, gen su-
presor, reflujo gastroesoféagico.

Antecedentes

La enfermedad por reflujo gastro-esofagico es la
principal condicién asociada con la metaplasia intesti-
nal especializada y de metaplasia gastrica.! La meta-
plasia intestinal especializada de la unién es6fago-gés-
trica cuando se encuentra = 3cmyapor < 1cmdela
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Abstract

Backgraund: In esophageal adenocarcinoma originated in Barrett's
esophagus (BE), has been identify the overexpression of K1-67 and
p53, the overexpression haven’t been evaluated extensible in sub-
jects with BE with out dysplasia. Objective: To compare and quanti-
fication the expression of Ki-67 and p53 in subject with BE and gas-
tric metaplasia (GM) a case series. Methods: Were selected subjects
with gastroesophageal reflux disease and biopsy of the esophagus,
with diagnosis of BE o GM and with the slide and paraffin-embed-
ded tissue. It was made immunohistochemestry in each one of theme
with antibodies anti Ki-67 and p53. We counted 100 nucleuses for
each case of plane squamous epithelium and in the glandular epi-
thelium obtain the average of positive nucleus per each case. Re-
sults: Six cases with the diagnostic of BE and four with GM. A case
of BE was identify low grade dysplasia. We not found differences
between the average of expression in both type of epithelium, and
the ranges of expression were variables. Conclusion: There is a
sobrexpression of Ki-67 and p53 in both epithelium. Probably the
persistent stimuli in these epithelium and the expression of a tumors
gene suppressor and cellular proliferation factor may be the mecha-
nism of trigger the stimuli for the development of metaplastic tissue.

Key words: Barrett's esophagus, gastric metaplasia, gene suppressor,
gastroesophageal, reflux disease.

unién eséfago-gastrica se le ha denominado eséfago de
Barrett (EB).2

El EB es la entidad que mas frecuentemente esta
asociada con el desarrollo del adenocarcinoma,? llega a
aumentar su frecuencia 30 a 120 veces comparado con
la poblacién general.* Dentro del desarrollo del adeno-
carcinoma se ha propuesto un modelo de desarrollo
semejante al del adenocarcinoma de colon, en el que
se proponen varios pasos para la apariciéon de adeno-
carcinoma, displasia de bajo grado, alto grado y final-
mente el adenocarcinoma.?

En la displasia de bajo grado los cambios estructu-
rales son leves, puede existir algin grado de ramifica-
cion glandular pero con poca distorsion glandular. La
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displasia de alto grado esta caracterizada por una ra-
mificacién marcada de las glandulas con un patrén
complejo y anormalidades citolégicas, que incluyen
pseudoestratificacién y pérdida de la polaridad basal
con aumento del volumen nuclear.®

La incidencia del adenocarcinoma esofagico ha au-
mentado rapidamente en la tltima década.®” En el 2002
se identificaron 13,100 nuevos casos, casi el 60% co-
rrespondieron a adenocarcinoma.®

En este modelo de desarrollo del adenocarcinoma
asi como neoplasias de otros érganos se han relaciona-
do con la sobre-expresion de factores de proliferacién
celular como el Ki-67 y de gen supresor de tumores
como p53. En el desarrollo de adenocarcinoma de esé6-
fago originado en un EB han sido controvertidos.*!?

Se ha propuesto que estos dos marcadores inmuno-
histoquimicos Ki-67 y p53 pueden ser ttiles para iden-
tificar los casos de EB que pueden transformarse en
adenocarcinoma, antes de presentar alteraciones mor-
fologicas de displasia de bajo o alto grado. Los resulta-
dos obtenidos en la literatura han sido controvertidos.>?

El objetivo de este estudio es cuantificar y compa-
rar la expresion de Ki-67 y p53 en EB y metaplasia
gastrica.

Material y métodos

Se seleccionaron las biopsias de los sujetos con
ERGE en las que se identific6 EB y MG, ademas que
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Figura 1. Transicion entre epitelio plano estratificado no querati-
nizado (flecha) y epitelio glandular (doble flecha), con mucopro-
duccion dcida (cabeza de flecha). (tincién de PAS/azul alciano, 40x).
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se contara con las laminillas de H&E, PAS/azul alcia-
no, Giemsa y bloque de parafina.

Las biopsias obtenidas por endoscopia se incluye-
ron en formol amortiguado al 10%. Se incluyeron en
parafina y se realizaron cortes a 3 um, se tifieron con
H&E ademas de PAS/azul alciano a pH de 2.7.

Se realiz6 estudio de inmunohistoquimica con los
anticuerpos p53 clona (DO7) de Cell Marque (Bio SB,
Santa Barbara California) y Ki 67 clona (MIB 1) de
Cell Marque (Bio SB, Santa Barbara California), utili-
zados en dilucién 1:50 cada uno. Se utiliza el sistema
de deteccion Mouse/Rabbit Polydetector HRP/DAB de
Cell Marque (Kit de detecciéon, Bio SB, Santa Barbara
California).

Se utilizaron las siguientes definiciones operacio-
nales para la separacién de los casos como EB y MB.
Eséfago de Barrett se consideré cuando el endoscopis-
ta tomara la biopsia > 3 ecm y a por < 1 cm de la unién
esofago-gastrica y morfolégicamente se identificara la
transicion entre el epitelio plano estratificado no que-
ratinizado y epitelio glandular con la presencia de cé-
lulas caliciformes con secrecién de mucinas acidas azul
alciano positivas (Figura 1). Cuando el endoscopista
tomara biopsias > 3 cm y a por < 1 cm de la unién
esofago-gastrica y morfolégicamente se identificara la
transicion de epitelio plano estratificado no queratini-
zado con epitelio glandular semejante al cardias o al
cuerpo gastrico con ausencia de células caliciformes y
con ausencia de secrecién de mucinas acidas con la tin-
cion de azul alciano negativa, se consideré como meta-
plasia gastrica.

La identificacién asi como la graduacién de displa-
sia se utilizaron los métodos descritos para colitis ul-
cerosa cronica idiopatica, como son displasia de bajo
grado, displasia de alto grado y adenocarcinoma.

Una vez realizada la técnica de inmunohistoquimi-
ca se observé en microscopio 6ptico (Olympus BX51
Tokyo Japan) con objetivo 40x y se cuantificaron 100
ntucleos, se obtuvo el porcentaje células positivas por
caso. La cuantificacion se llevo a cabo en el epitelio
plano estratificado no queratinizado asi como en el
epitelio glandular metaplasico.

Resultados

Se seleccionaron seis casos con diagndstico de EB y
cuatro con MG. En tres de los casos de EB no se cuan-
tific6 Ki-67 o p53 en el epitelio plano estratificado ya
que el tejido se perdié durante la realizacién de los
cortes para inmunohistoquimica.
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En EB cinco de los casos no tuvieron displasia y uno
se clasific6 como displasia de bajo grado. En los cuatro
casos de MG no se identificé displasia.

En los casos de EB el Ki-67 fue cuantificado en 32.5%
de los nicleos en el epitelio glandular con un rango de
14 a47%, (Figura 2) y en 33% de los niicleos del epite-
lio plano estratificado no queratinizado con un rango
de 7 a 69%. El mayor niimero de ntcleos positivos se
identificé en el caso de displasia de bajo grado (47%).
En la MG en el epitelio glandular el porcentaje es de
8.5 con un rango de 0 a 24% y el en epitelio plano es-
tratificado el porcentaje es de 66.7% con un rango de
55 a83% (Cuadro I).

La positividad observada con p53 en EB en el epite-
lio glandular es de 45% con un rango de 18 a 75%. En
el epitelio plano estratificado de 56% con rango de 28 a
92%. En MG en el epitelio glandular la positividad se
cuantificé en 26.3% con un rango de 0 a 80%, en el
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Figura 2. Epitelio glandular con expresién positiva para p53, la
positivadad se observa de color café ocre en los niicleos de las célu-
las de estas glandulas (40x).

epitelio glandular de 48.3% con un rango de 28 a 85%
(Cuadro I).

Discusion

Los resultados obtenidos en esta serie los rangos de
positividad para ambos marcadores de inmunohistoqui-
mica son muy amplios y en ocasiones van desde valores
tan bajos como 0 y tan altos como 92% como en p53 en
el epitelio plano estratificado no queratinizado.

La expresion de Ki-67 en el epitelio glandular tanto
en EB como MG tienen rangos de positividad seme-
jantes aunque el promedio de positividad es més alto
en EB, 32.5% y 8.5 respectivamente. El porcentaje de
positividad encontrado en EB es mayor al reportado
en la serie de Trudgill et al, donde en EB encontré una
positividad de 25%, a diferencia de la serie actual que
es de 32.5%.'® En el epitelio plano estratificado no que-
ratinizado esta relacién se invierte, donde el porcen-
taje de mayor positividad se encuentra en la MG mas
que en EB, 66.7% y 33% respectivamente con un ran-
go de 55 a 83% para MB y de 7 a 69% para EB, estos
datos son semejantes a los observados por Trudgil et
al, donde encontré que existia una elevacién en la ex-
presién de Ki-57 en los casos de adenocarcinoma de
es6fago pero también en los casos de es6fago de Ba-
rrett sin displasia.’® Estos datos son diferentes a los
observados por Fuji et al, donde ellos encontraron que
hasta un 4% de las células del epitelio escamoso expre-
san este marcador.'

La positividad de p53 en el epitelio glandular de EBy
MG es semejante a la observada en Ki-67, 45% en EB y
26.3 en MG, con un rango de 18 a 75% y 0-80% respec-
tivamente. Los resultados de p53 son semejantes a los
observados en la serie de Sagal et al, donde encontré la
expresién por inmunohistoquimica de p53 de 60.9% en
los casos de es6fago de Barrett y en los casos de meta-
plasia intestinal de la unién esé6fago-gastrica (MIUEG)
de 56.1 a 39.1%, en el presente estudio excluimos los

Cuadro I. Porcentaje de positividad nuclear de Ki-67 y p53 en metaplasia gastrica y eséfago de Barrett

Ki-67 (%) p53 (%)
Diagnésticos n Epitelio glandular Epitelio PENQ Epitelio glandular Epitelio PENQ
EB 6 32.5 33 45 56
Rango 14-47 7-69 18-75 28-92
MG 4 8.5 66.7 26.3 48.3
Rango 0-24 55-83 0-80 28-85

EB: eséfago de Barrett; MG: metaplasia gastrica; PENQ: plano estratificado no queratinizado.
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casos de MIUEG. Es importante observar que atin en la
MIUEG hay una sobre expresion de p53.1° En el epite-
lio plano estratificado no queratinizado los porcentajes
de EB y MG tienen poca diferencia, 56% y 48.3% con un
rango de 28 a 92% y 28 a 85% respectivamente, seme-
jante a lo observado en otras series.'?

Con la utilizacién de este marcador de proliferacién
celular como el Ki-67 y de gen supresor de tumores
como p53 en esta serie, en el epitelio plano estratifica-
do tanto del EB como de MG, ambas condiciones aso-
ciadas a ERGE el porcentaje de nticleos positivos es
mayor al compararlo con los observados en el tejido
metaplasico, aunado a que los valores mas altos se
encuentran dentro de este epitelio plano estratificado
no queratinizado.

Tanto en las series de Trudgill et al,'®* como en la de
Segal et al'® en la metodologia descrita en cada uno de
los trabajo en ninguno de los dos cuantifican la positi-
vidad encontrada en el epitelio plano estratificado, so-
lamente en el epitelio glandular de la unién es6fago-
gastrica. Esto es importante ya que si bien encontraron
que en el EB asi como en el la MIUEG esta aumentada
la expresion de p53 y Ki-67, donde proponen que am-
bas condiciones tienen potencial para el desarrollo una
neoplasia maligna. Estos resultados encontrados en EB
y MIUEG al compararlos con los de los controles en
los que no hay inflamacién de la unién es6fago-gastri-
ca en el epitelio glandular la expresién de p53 es baja
(8%). Los sujetos con ERGE es el EPENQ el que sufre
de este influjo continuo de jugo gastrico y es el que
finalmente sufre la metaplasia intestinal especializa-
da o metaplasia gastrica. Dentro de los estudios poste-
riores sera un punto importante el de comparar la ex-
presion de p53 o Ki-67 o de otras proteinas como p
p21, pl16, entre otras, e identificar si ésta condiciona o
dirige el desarrollo de EB, MIUEG o MG.

Conclusiones

La positividad observada en el epitelio plano estra-
tificado no queratinizado tanto para el factor de proli-
feracion celular Ki-67 como para el de gen supresor de
tumores p53 muy probablemente sean dos consecuen-
cias de la activacion de diferentes genes encargados de
la diferenciacion de las células epiteliales que bajo el
influjo continuo de irritantes tan importantes como el
jugo géstrico con un pH muy 4cido y que éstas condi-
cionen la aparicién de un tejido metaplasico como el
observado en EB y MG. Ademés de identificar las pro-
teinas que regulan que la metaplasia se acompane de

Médica Sur, México

células caliciformes mucoproductoras de mucinas aci-
das o que la metaplasia sea semejante a la mucosa gas-
trica con ausencia de células caliciformes. La investi-
gacion también debe de extenderse a la identificacion
de la expresién o sobreexpresion de otros antigenos
asi como la presencia de antigenos mutados, para lo
que sera necesario la utilizacién de biologia molecular.

En esta serie analizada no se identifican diferen-
cias entre las dos poblaciones de tejido metaplasico,
una fuertemente asociada a la aparicién del adenocar-
cinoma el es6fago de Barrett y la otra no asociada a
esta neoplasia. Por lo que esta serie es mas parecida a
lo reportado en la literatura en las que no se ha encon-
trado asociacién con la positivad de Ki-67 y p53 con la
progresion de la enfermedad. Por otro lado, en las se-
ries que han reportado que la expresion de estos dos
antigenos se relacionan con el potencial de maligni-
dad sera necesario la vigilancia de los sujetos con me-
taplasia gastrica con elevacion en la expresion de es-
tos dos antigenos, como se ha observado en esta serie
y que pudiera estar relacionada con los casos de ade-
nocarcinoma de eséfago no asociado a EB.

Es necesario extender la muestra y tener seguimien-
to de estos casos y entonces conocer el valor predictivo
de estos marcadores.
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