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RESUMEN

Introduccion: El p63 es una proteina que se expresa
ampliamente en tejidos humanos, particularmente en
las células basales de muchos tejidos epiteliales. Su
actividad en la transcripcion de informacion de los
procesos de proliferacion celular, plantea la hipotesis
de que el p63 pudiera jugar un papel importante en los
procesos de carcinogénesis. Objetivo: Relacionar el
porcentaje de expresion inmunohistoquimica del p63
con la aparicion de recidiva tumoral en carcinomas
cutdneos de células escamosas (CCE) y basocelular
(CBC). Métodos: El estudio se realizé en 34 pacientes
con cdncer de piel en seguimiento en el Servicio de
Cabezay Cuello del Instituto de Oncologia “Dr.Miguel
PérezCarreiio” (IOMPC)de Valencia, Venezuela entre
los afios 2006 al 2016. Resultados: En el estudio del
intervalo libre de enfermedad (ILE), se observo un
prondostico favorable en los tumores cuya expresion de
la proteina fue mayor al 50 % en comparacion del ILE
obtenido con un p63 menor al 50 %, aunque con una
p=0,212. No obstante, una expresion de p63 menor
al 40 % se asocio a un ILE inferior y por ende a un
peor prondstico o a una recidiva, con significancia
estadistica (p=0,030). Finalmente, en los CCE
hubo una asociacion a recaidas en los tumores cuya
expresion de la proteina fue menor al 60 % (p=0,038).
Conclusion: El porcentaje de células positivas al p63
pudieratener importancia prondstica enla prediccion
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de recidivas para los carcinomas basocelulares y de
células escamosas cutdneos.

Palabras clave: p63, carcinoma basocelular,
carcinoma epidermoide, recidiva tumoral.

SUMMARY

Introduction: p63 is aprotein thatis widely expressed
in human tissues, particularly in the basal cells of
many epithelial tissues. Its activity in the transcription
of information on cell proliferation processes raises
the hypothesis that p63 could play an important role
in carcinogenesis processes. Objective: To relate
the percentage of immunohistochemical expression
of p63 with the appearance of tumor recurrence in
cutaneous squamous cell carcinomas (SCC) and basal
cell carcinomas (CBC). Methods: The study was
conducted in 34 patients with skin cancer in follow-up
at the Head and Neck Service of the “Dr. Miguel Pérez
Carreno” Oncology Institute (IOMPC) in Valencia,
Venezuela between 2006 and 2016. Results: In the
study of the disease-free interval (ILE), a favorable
prognosis was observed in tumors whose protein
expression was greater than 50 % compared to the
ILE obtained with a p63 less than 50 %, although with
a p=0.212. However, an expression of p63 less than
40 % was associated with a lower ILE and therefore
a worse prognosis or a relapse, with statistical
significance (p=0.030). Finally, in the SCC there
was an association with relapses in tumors whose
protein expression was less than 60 % (p=0.038).
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8666243.
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Conclusion: The percentage of cells positive to p63
could have prognostic importance in the prediction of
relapses for basal cell and squamous cell carcinomas.
Key words: p63, basal cell carcinoma, squamous cell
carcinoma, tumor recurrence.
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INTRODUCCION

Los carcinomas basocelulares (CBC) y los
carcinomas de células escamosas (CCE),también
Ilamados carcinomas epidermoides, son las
formas mas frecuentes de cancer de piel y, en
conjunto, se los denomina céanceres de piel no
melanoma (CPNM). El CPNM es el de mayor
incidencia y el CBC representa cerca de tres
cuartos de los CPNM a nivel mundial (1-3). En
Venezuela, no existen datos oficiales sobre la
incidencia y mortalidad de estos tipos de cancer
segun el ultimo anuario del Ministerio del Poder
Popular para la Salud del aiio 2013 (4).

El CBC es un tumor de invasién local y
crecimiento lento,queraravez produce metastasis,
cuyo origen son las células epidérmicas de los
foliculos pilosos o las células basales de la
epidermis. Por su parte, el CCE es la segunda
neoplasia cutdnea mas comun después del CBC
y se estima que alrededor de un 5 % presentan
metastasis locales y a distancia, debido a que
tiende acrecery diseminarse mas rapidamente (5-
8). Se origina en las células planas superficiales
(suprabasales) de la epidermis. En la actualidad,
se conoce que el principal factor de riesgo para
el desarrollo de CCE y CBC es la exposicion
crénica a la luz solar, principalmente a los rayos
ultravioleta (9-13). Aunque la mayoria de estos
dos tipos de tumores se resuelven con cirugia,
una vez que se diagnostican por primera vez,
el riesgo de que aparezca una nueva lesion se
incrementa considerablemente, por lo tanto, la
determinacion de una posible recidiva es de vital
importancia (13,14).
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El desarrollo de estos tumores se relaciona
principalmente con los factores de transcripcién
(FT) p53, activador de la proteina-1 (AP-
1) y factor nuclear kappa B (NF-kB). Las
mutaciones o expresiones aberrantes de estos
FT,contribuye directa o indirectamente a algunas
de las caracteristicas de los CPNM, incluyendo
la insensibilidad a las sefnales de proliferaciéon
o apoptosis, las sefales de crecimiento por
retroalimentacién, la angiogénesis sosteniday la
ilimitada capacidad de replicacion e invasion o
metastasis. Todos estos mecanismos contribuyen
al desarrollo de cancer de piel (14-16).

Cabe destacar, que los estudios del
comportamiento genético de estos tipos de cancer
han sido ampliamente estudiados y actualmente,
se han identifican nuevas vias de proliferacion
celular con nuevos genes involucrados, como
por ejemplo, el gen p63. El p63 es un miembro
de la familia del gen p53, que se encuentra en el
cromosoma humano 3q27-29 (17-19). Codifica
una proteina que se expresa en tejidos humanos
y murinos, particularmente en las células basales
de muchos epitelios como en el cuello uterino,
uretray prostata. Asimismo,laproteinap63 juega
un papel importante en el desarrollo del epitelio
estratificado de la epidermis. La localizacién
predominante de p63 en la capa basal de los
epitelios escamosos estratificados, es interesante
yaque estas células actiian como los progenitores
de las células suprabasales, que se someten a la
diferenciacién y la muerte celular en el epitelio
regenerativo (20-22).

Suactividad en latranscripciéon de informacion
de los procesos de proliferaciéon celular, nos
hace plantear la hipétesis que el p63 pudiera
jugar un papel importante en los procesos de
recidiva tumoral (21,22), de alli la importancia
de evaluar sus funciones y las consecuencia
que tienen sus alteraciones e interacciones con
otros genes involucrados en la carcinogénesis.
Considerando que no existen referencias
nacionales sobre la expresién de este marcador
en carcinomas escamosos y basocelulares, los
resultados de laexpresion inmunohistoquimicade
la proteina aportaran datos importantes sobre el
conocimiento de estaenfermedad y,en particular,
el papel que juega la expresion de p63 en la
recaida del CPNM en Venezuela.
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METODO

El presente estudio se realizé en pacientes
con diagndstico de CBC y CCE cutaneos que
fueron tratados en el Servicio de Cabeza y
Cuello del Instituto de Oncologia “Dr. Miguel
Pérez Carreiio” (IOMPC) en el afio 2006, con
seguimiento hasta el ano 2016. Se conformé
una serie no aleatoria, de tipo intencional, con
34 pacientes que incluian casos con recidiva o
sin recidiva de la enfermedad (grupo control).
Los datos de interés para la investigacién se
tomaron de los que figuran en la historia clinica
de cada paciente. Los pacientes fueron tratados
quirdrgicamente con resecciones suficientes,
obteniéndose entodoslos casos bordes quirtrgicos
libres de infiltracion neoplasica, con margenes
adecuados segtn cada caso. Finalmente, fueron
recolectados los bloques de parafina y las
preparaciones histolégicas correspondientes al
diagnéstico inicial, verificandose su integridad
y la suficiencia del material neoplésico.

Construccion de la matriz de tejidos. Las
muestras tisulares se fijaron en formol y se
incluyeron en parafina siguiendo los métodos
convencionales. De los bloques de parafina
se obtuvieron secciones histolégicas de 4 um
de espesor que, posteriormente, se tifieron
con hematoxilina-eosina. Se revisaron las
preparaciones histoldgicas y se seleccionaron
cuidadosamente las zonas con tumor, marcando
esas mismas areas en el bloque de parafina, a
fin de construir las matrices de tejido segtin lo
descrito en la literatura (23).

Inmunohistoquimica. Se utiliz6 el método
inmunohistoquimico de la estreptavidina
biotina-peroxidasa, del sistema Immunon de
DakoCytomation® segtn el protocolo indicado
por la casa comercial. Una vez terminada la
recuperacion antigénica, se realizé la incubacion
con el anticuerpo primario. Las muestras se
lavaron con tampoén fosfato salino y se afiadi6 el
anticuerpo secundario conjugado. Por ultimo, el
revelado de lareaccion serealizé conlaaplicacion
del cromégeno diaminobencidina. Finalmente,
se llevé a cabo la contra tincién de las secciones
tisulares con hematoxilina (23).

Interpretacion de los resultados del
estudio inmunohistoquimico. Se analiz6 la
inmunotincién del tejido neoplasico y de la piel

Gac Méd Caracas

circundante normal (incluyendo sus anexos) para
asi establecer el patron de expresion de p63. En
cuanto a las células neoplasicas, se considerd
como patrén de inmunotincién negativo, al
porcentaje de tincion nuclear “cero” en células
malignas. Por su parte, en los casos positivos
se registré el porcentaje de inmunotincion en
diferentes patrones: no marcaje o marcaje leve
(<5%); intermedio (=5 a 50 %) y alto (>50 %),
estableciendo adicionalmente diferentes puntos
de cortes para relacionarlos con el intervalo
libre de enfermedad (ILE). Se establecio el ILE
al tiempo transcurrido desde que se realizé el
tratamiento quirdrgico con criterios oncolégicos
para su reseccion, hasta su recidiva.

Analisis estadistico. El analisis de los
datos recogidos se realizé mediante el paquete
estadistico SPSS (Statistical Package for
Social Sciences, version 22). Los resultados se
expresaron como media en el caso de variables
cuantitativas y como numero absoluto y
porcentaje en las cualitativas. Laasociacion entre
las variables clinico-patolégicas y el marcador
inmunohistoquimico se analizé con la prueba
de Chi cuadrado y el test exacto de Fisher. El
estudio del ILE se realizé6 mediante el método
de Kaplan-Meier. Se consideraron significativos
valores de P<0,05.

RESULTADOS

Los pacientes presentaron un promedio de
edad de 65,2 afios (32-86, rango 54 afios). El
sexo masculino fue el de mayor frecuencia
con un 794 % (27 pacientes), los restantes
correspondieron al sexo femenino (7 pacientes,
20,6 %). De ellos, 16 presentaron CBC,
representandoun47,1 %y 18 (52,9 %) con CCE.
El control y seguimiento de estos pacientes fue
de 10 anos. De los 34 pacientes estudiados, 11
de ellos presentaron recidiva de su enfermedad,
predominantemente en el sexo masculino 90,9 %.

Por su parte, 7 pacientes (63,6 %) conrecidiva
fueron CCE y 4 (36,4 %) CBC (Cuadro 1). Se
observaron 9 pacientes (81,8 %) con recaida
antes de los 5 afos y 2 (18,2 %) después de los
5 afnos; uno de ellos con CCE y el otro afectado
por un CBC. El marcaje de p63 fue positivo
en el 97,0 %, 33 de las 34 muestras estudiadas.
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Cuadro 1

Recidivas en carcinomas cutdneos de células escamosas

y basocelular

Tipo de carcinoma

Recidiva n (%) Total
Células Basocelular
escamosas
Si 7(63,6) 4 (36 4) IT(324)
No 11 (47,8) 12 (52,2) 23 (67,6)
Total 18 (52,9) 16 (47,1) 34 (100)
P=0,529

En el Cuadro 2, se evidencia como el patrén de
expresion “alto” fue el mas frecuente, tanto para
los CCE como para los CBC.

Aunque la mayoria de las recaidas se hallaron
cuando la expresién del p63 fue >50 %, ninguna
mostré relevancia estadistica (Figura 1). En el

Recuento

No marcaje

>5% a 50 % >50 %

Expresion de p63%

Status
M recaida
[ no recaida

Figura 1. Expresién de p63 y recidivas en carcinomas

cutdaneos de células escamosas y basocelular.

Cuadro 2

Porcentaje de expresion de la proteina p63 en carcinomas cutdneos de células escamosas y basocelular

Expresion de p63 Tipo de carcinoma Total
Células Basocelular
escamosas
No marcaje o
leve <5% Frecuencia 1 0 1
Expresién de p63 100 %1 0%1 100%
Tipo histolégico 5,6 %2 0%?2 2.9%
Total 2.9 %3 0%3 2.9%
Intermedio
>5% a
50% Frecuencia 6 3 9
Expresion de p63 66,7 %1 33,3 %1 100 %
Tipo histolégico 33,3 %2 18,8 %2 26,5 %
Total 17,6 %3 8,8 %3 26,5 %
Alto >50% Frecuencia 11 13 24
Expresion de p63 458 %1 542 %1 100 %
Tipo histolégico 61,1 %2 81,2 %2 70,6 %
Total 324 %3 38,2 %3 70,6 %
Total Frecuencia 18 16 34
Expresion de p63 52,9 %1 47,1 %1 100 %
Tipo histolégico 100 %2 100 %2 100 %
Total 52,9 %3 47,1 %3 100 %

1= % con respecto al total horizontal; 2= % con respecto al total vertical; 3= % con respecto al total de todos los casos.
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estudio del intervalo libre de enfermedad (ILE),
se observé un prondstico favorable en los tumores
cuya expresion de la proteina fue mayor al 50 %
en comparacion del ILE obtenido con un p63
menor al 50 %, aunque con una p=0,212 (Figura
2). Sinembargo, al analizar los diferentes puntos
de cortes en relacion con el ILE se evidencio
un aumento de éste en los casos cuyos tumores
tenian una expresion de p63 mayor al 40 %, por
el contrario, el p63 menor al 40 % se asocié a un
ILE inferiory por ende a un peor prondsticoouna
recidiva, con significancia estadistica (P=0,030)
(Figura 3). Finalmente, sélo en el caso de los

Funciones de supervivencias

Marcaje p63%

| no marcaje
_— mayor a 5% menor a 50%
_— mayor a 50%

[F no marcaje-censored
mayor a 5% menor a 50%
censore

mayor a 50%-censored

084 "

0.6

044

Supervivencia acumulada

P=0,212

004

T
0 25 50 75 100 125

Figura 2. Relacion de la expresion de p63 con la aparicion
de recidiva en carcinomas cutdneos de células escamosas
y basocelular.

Funciones de supervivencias

P63 corte 40%

_menor o igual a 40%
_—mayor a 40%
menor o igual a 40%-
censurado
f— mayor a 40%-censurado

104

0.8+

06 - @

04

02

Supervivencia acumulada

0.04

Figura 3. Punto de corte de p63 en 40 % en relacién con
el ILE en carcinomas cutdneos de células escamosas y
basocelular.
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CCE el punto de corte en 60 % tuvo significancia
estadistica (P=0,038) y unaasociacién arecaidas
en los tumores cuya expresién de la proteina fue
menor al 60 % (Figura 4).

Funciones de supervivencias

p63 corte 60%

[ mmenor o iguala 60%
£ mayor a 60%

H- menor o iguala 60%-censurado

(- mayor a 60%-censurado
08

04

024

Supervivencia acumulada

P=0,038

0,0+

0 25 50 75 100 125
ILE

Figura 4. Punto de corte de p63 en 60 % en relacién con el
ILE en carcinomas cutdneos de células escamosas.

DISCUSION

A nivel mundial, los carcinomas cutaneos
presentan bajo indice de mortalidad, siendo su
principal problema las recaidas y su morbilidad
asociada. Cabe destacar, que el porcentaje de
CPNM que recidivan también es generalmente
bajo, siendo mayor para los CCE que para los
CBC (8,24-26). Los casos recurrentes se han
asociado a parametros tales como el tamaifio
y la profundidad de la lesién, asi como a la
obtencién de margenes inadecuados en la
reseccidén quirdrgica. Sinembargo,algunos casos
reaparecen sin tener alguno de estos factores
prondsticos clasicos (9,27-29).

Considerando que la p63 se expresa
consistentemente en las células basales de la
epidermis y los apéndices cutaneos, en esta
investigacion se analizé la expresion de la
proteina, como un marcador que pudiera ser
util en la seleccién de pacientes con riesgo de
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recidiva, con el fin de establecer un seguimiento
mas exhaustivo en los afectados con un
CPNM (30-33). En base a los hallazgos de
este trabajo, el balance de probabilidades esta
a favor de que la proteina pudiera Figura 3.
Punto de corte de p63 en 40 % en relacién con el
ILE en carcinomas cutaneos de células escamosas

y basocelular. desempeiiar un papel en el patréon
de diferenciacion y en la oncogénesis de los
carcinomas habituales de la piel, lo cual coincide
con otras investigaciones (33-35).

Sin embargo, debido a la complejidad de las
isoformas de laproteina,hasido dificil determinar
sus funciones exactas en términos de potenciar
o bloquear la proliferacién celular (36-38).
Mientras que rara vez se ha descrito la mutacién
del gen, la proteina se desregula con frecuencia
en los canceres humanos. Por ejemplo, el p63
es ahora reconocido como un mediador esencial
en el desarrollo y modulacién de la homeostasis
de varios tejidos, entre ellos el cutaneo (35-39).

En este trabajo se encontraron hallazgos
interesantes y que vale lapenadestacar. En primer
lugar se corroboré que el p63 se expresa tanto en
los CCE como en los CBC, encontrandose que
en ambos su expresion es similar, sin diferencias
en cuanto al porcentaje de células positivas, ni
al patrén de expresion, lo cual coincide con
algunas referencias internacionales (40-43).
Por otra parte, y a pesar de las limitaciones en
el nimero de casos analizados, se encontré que
en ambos tumores con expresién de p63 menor
al 40 %, presentaron una mayor frecuencia de
recidivas, al igual que para los CCE pero con
una expresion inferior al 60 %, ambos con
significancia estadistica y similar a lo reportado
en la literatura (43 .,44).

Enestainvestigacion,laaltaexpresion de p63
en varios casos se relacioné con mal prondstico,
al igual que otros trabajos relacionados a nivel
internacional (9,12,44-46), en donde destacan
que tal asociacién es mas fuerte en los pacientes
cuyos tumores poseen una mutacién en el gen
p53, 1o cual le confiere al tumor una resistencia
a la quimioterapia y revela un nuevo papel
oncogénico de ambas proteinas, ya que pueden
convertirse en dianas que permitirian sensibilizar
las células neoplasicas ante posibles nuevos
agentes quimioterapéuticos (47). Deigual forma,
en otros estudios publicados se ha encontrado
valor prondstico a la expresion de la proteina,
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aunque han diferido en los puntos de corte de
expresioén de p63 con significanciaenlaevolucién
de los pacientes (48,49).

Las diversas investigaciones en curso sobre
el p63 estan abriendo nuevos horizontes para la
compresion y comportamiento de los canceres en
general. En este trabajo se encontraron algunos
hallazgos preliminares e inéditos en Venezuela,
que deberan ser corroborados con un mayor
nimero de casos y en trabajos prospectivos.
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