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RESUMEN 

Título del Estudio: "EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA P53 EN GASTRITIS CRÓNICA 
ASOCIADA A HELICOBACTER PYLORI'' 

Número de páginas: 51 

Antecedentes: Helicobacter pylori (HP) es considerado como un carcinogeno humano del grupos 1, sin 
embargo el mecanismo exacto por el cual induce cáncer gástrico no esta claro, algunos estudios 
mencionan que induce mutación del gen supresor p53; pudiendo sugerir el principio de una de las 
múltiples etapas de la carcinogénesis, esta posibilidad se explorará en la presente investigación. 

Material y Metodos: En este trabajo se analizaron 60 muestras obtenidas por biopsia endoscópica con 
diagnóstico histopatológico de gastritis crónica difusa, fo licular, con actividad, hiperplaisa foveolar y 
regeneración epitelial sin evidencia de lesiones preneoplásicas o neoplásica en las cuales se realizo 
tinción de DiftQuik para HP formando dos grupos, HP positivo (N=30) y HP negativo (N=30) a ambos 
grupos se les realizo tinción de inmunohistoquímica para p53 . 

Resultados: En el grupo HP positivo se observo una expresión para p53 del 33.3% y en el grupo HP 
negativo no se observó expresión para p53 (0%). 

Conclusiones: En este estudio se observo un incremento en la frecuencia de expresión de p53 en gastritis 
crónica asociada a infección por HP (33 .3%) y además se demostró que puede existir expresión de p53 
incluso antes de que se observe evidencia morfológica de lesiones preneoplásicas o neoplásicas cuando 
hay infección por HP. 
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"Expresión de la proteína p53 en gastritis crónica asociada a Helicobacter pylori" 

CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN 

1.1 Helicobacter pylori y patología gastroduodenal. 

1.1.1 Helicobacter pylori (estructura). 

Helicobacter pylori (HP) es una bacteria móvil no esporulada Gram - , tiene un 

flagelo que forma parte de su estructura central. En la mucosa gástrica asume una forma 

curvilíneo, sinuosa o ligeramente en espiral. En pacientes que reciben antibióticos pierde 

su típica forma en espiral y toma una característica en "U", circular o forma cocoide. La 

forma cocoide aparece hasta en un 82% de especímenes gástricos, es frecuentemente 

observada, especialmente en las muestras de duodeno. 

A B e D 

Figura l.-Características estructurales de HP. A-Imagen que muestra la estructura de 
HP. By C-Tincion de DiftQuik que muestra la forma bacilar de la bacteria. D-Forma 
cocoide de la bacteria. 

1 



Introducción y antecedentes 
''Expresión de la proteína p53 en gastritis crónica asociada a Helicobacter pylori" 

Aunque las formas cocoides ocurren in vitro bajo condiciones escasa nutrición y 

exposición de antibióticos, algunos investigadores consideran que son formas distintas 

siendo un tipo no degradativo de HP con distinta capacidad antihigiénica. Esta forma 

representa una adaptación a medios hostiles estos parecen ser más resistentes y tienen 

la habilidad de sobrevivir fuera del organismo teniendo como huésped las heces 

humanas y el agua para beber. Adicionalmente el debate es aun mayor de que la forma 

cocoide de HP tiene un importante rol en la transmisión y en la recaída posterior al 

tratamiento. Histológicamente aparece como grupos de estructuras basofilas en forma 

de puntos. 

1.1.2 Factores de virulencia 

HP coloniza principalmente tres sitios: a)- La capa de moco b)- La superficie de 

las células epiteliales e)- y los espacios intercelulares. Los organismos que permanecen 

libremente en la mucosa causan menos daño epitelial que los que se encuentran entre las 

células o hasta ocasionalmente dentro de las células. El movimiento en forma de espiral 

y la producción de varias toxinas juegan un papel importante en la pato génesis de la 

gastritis y úlcera gástrica. HP habita normalmente en la capa mucosa y en la superficie 

luminal de las células epiteliales gástricas y no se introduce a la célula. La superficie 

de la bacteria reconoce a las proteínas de la superficie epitelial facilitando la adhesión. 

HP puede encontrarse en o cerca de las uniones intercelulares. 
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La pared celular bacteriana permanece en yuxtaposición con la membrana 

celular de la célula epitelial, formandose uniones muy estrechas entre estas dos. 

HP induce degeneración de las microvellosidades, perdida de los gránulos 

intracitoplasmaticos. Una vez que las uniones intercelulares se alteran, HP penetra entre 

los complejos de unión, se desplaza entre las células foveolares. Los espacios 

intercelulares ensanchados y los polimorfonucleares que fagocitan el HP infiltran la 

lamina propia causando una respuesta inflamatoria intensa. Generalmente HP no 

invade la lamina propia. Altera la liberación de mucina intracelular hacia la luz gástrica. 

Las proteasas producidas por la bacteria, causan gran daño en la capa protectora gástrica 

al digerir la mucina gástrica. 

La ureasa producida por HP tiene varias funciones: a)- La protege del medio 

acido creando una microadmosfera alcalina. b )- Actúa como una cititoxina epitelial e)-

Rompe las estrechas uniones intercelulares de manera que permite que las células 

permanezcan viables, permitiendo que el contenido ácido fluya entre las células. HP 

promueve la adhesión de neutrfilos a las células endoteliales. 

Hay varios tipos de HP con diferente virulencia, los que son altamente virulentos 

poseen el gene A que produce dos proteínas citotoxicas que se conocen como Cag A y 

VacA. Aproximadamente el60% de los HP aislados poseen el gen CagA y expresan la 

toxina. 
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La toxina CagA esta correlacionado con un numero de características que 

sugieren una severa forma de infección que incluyen: 

*Una mayor cantidad de HP. 

*Un denso infiltrado inflamatorio agudo y crónico. 

*Una mayor lesión del epitelio. 

*Presente en la capa que esta asociada a ulcera pépticas (UP) 

*Un alto riesgo de desarrollar atrofia glandular, metaplasia intestinal y 

adencocarcinoma gástrico. 

El efecto dañino de la proteína CagA en mayor parte es mediado por la habilidad de 

regular la síntesis epitelial de interleucina-8 (IL-8), la cuál promueve la inflamación 

aguda movilizando los neutrofilos. 

1.1.3 Relación de HP con enfermedades gástricas. 

En 1983, Warren y Marshella propusieron la posible asociación de HP con la 

enfermedad ulceropeptica y CG. En febrero de 1994,la conferencia del instituto 

nacional para el desarrollo de la salud concluye que la infección por HP representa la 

más importante causa de enfermedad ulceropéptica, y se documento que pacientes con 

UP asociada con infección por HP mejoran al recibir terapia antirnicrobial y que la 

desaparición de la ulcera no sucede a menos que la infección por HP no se cure. 
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HP juega un papel importante en la génesis de múltiples enfermedades gástricas 

incluyendo la gastritis aguda y crónica, gastritis crónica activa, gastritis folicular, úlcera 

gástrica y duodenales, adenocarcinoma gástrico y linfoma gástrico. 

Inmediatamente después de la infección HP causa una gastritis aguda caracterizada por 

infiltración por neutrofilos y cambios degenerativos del epitelio superficial y foveolar. 

HP causa una persistente infección en la mayoría de los casos. La fase aguda dura de 1 a 

4 semanas y es remplazada gradualmente por un infiltrado inflamatorio mononuclear en 

la lamina propia. La gastritis activa se refiere a la presencia de neutro :filos mezclados 

con células mononucleares en la mucosa gástrica. La gastritis crónica activa ocurre en la 

mayoría de los individuos infectados y consiste en degeneración de la superficie 

epitelial, infiltración persistente de neutrofilos en el epitelio y lamina propia con una 

infiltración mono nuclear (linfocitos y células plásticas) en la lamina propia. 

Los folículos linfoides hiperplásicos están en más del 80% y son muy sugestivo de 

infección por HP. Generalmente la gastritis es más importante en el cuerpo y en el antro 

con la siguiente distribución: 

*Antro y cuerpo 80%. 

*Antro 8%. 

*Cuerpo 10%. 
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La infección de larga evolución resulta en una gastritis crónica, separada en 

distintas entidades clínicamente relevantes que son: 

*Pangastritis no atrófica.- Ocurre en la mayoría de las infecciones por HP con una 

predisposición a enfermedad acidopéptica o gastritis atrófica. La inflamación crónica en 

la gastritis crónica activa es más importante en el antro predisponiendo a hiperacides y 

ulcera duodenal. 

*Pangastritis atrófica multifocal y la gastritis atrófica de predominio en el cuerpo, son el 

resultado de una larga evolución de la infección por HP y es caracterizada por atrofia 

glandular, metaplasia intestinal y una escasa inflamación dispersa. 

La gastritis atrófica con la presencia de metaplasia intestinal están asociadas con un 

riesgo incrementado de adenocarcinoma gástrico. 

Las características de la bacteria y los factores del huésped parecen tener influencia en 

el tipo de enfermedad gastroduodenal que se genera. 

1.1.4 Evaluación histopatológica de la infección por HP. 

La endoscopia esofagogastroduodenal permite visualizar la imagen 

mascroscópica de la mucosa con la localización de lesiones ulceradas, nodulares así 

como lesiones de aspecto maligno. La infección por HP es en parches lo cual resulta de 

una necesidad de tomar múltiples biopsias para él diagnostico. La toma de dos biopsias 

de antro y cuerpo respectivamente con un total de cuatro se obtiene una sensibilidad y 

especificidad de al menos del 95% para él diagnóstico de HP. 
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La variable distribución del HP en él estomago y la disminución observada de su 

crecimiento en el tratamiento con inhibidores de la bomba de protones implica tener que 

obtener biopsias como mínimo un numero de cuatro y que sean de zonas distintas de la 

mucosa gástrica para tener un optimo diagnóstico de la infección por HP. 

Aunque es frecuentemente posible en la practica común la identificación de HP en las 

preparaciones de rutina con hematoxilina y eosina, en casos de que se dificulte su 

observación se aconseja realizar tinciones como el Giernsa, DifiQuik, Warthin-Starry e 

incluso inmunohistoquírnica. 
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ANTECEDENTES 

1.2.1 HP y Carcinogénesis gástrica. 

En junio de 1994 la Agencia Internacional para la investigación del cáncer de la 

organización mundial de la salud clasificó al HP como un carcinógeno humano del 

grupo I. En el grupo I están los agentes que se consideran como carcinógenos en 

humanos. Esta categoría es usada cuando se encuentra suficiente evidencia de 

carcinogénesis en humanos y hay suficiente evidencia de carcinogénesis en animales de 

experimentación además de existir una fuerte evidencia de que el agente actúa atrevas de 

un mecanismo relevante de oncogenesis en humanos expuestos. 

La carcinogénesis gástrica es un proceso multifactorial y de múltiples etapas. 

Los factores de riesgo para el CG son divididos en extrínsecos e intrínsecos. Los 

factores intrínsecos son por ejemplo, la enfermedad gástrica crónica, metaplasia 

intestinal el grado de atrofia, historia familiar, edad avanzada y sexo masculino. Los 

factores extrínsecos incluyen el tabaquismo, el consumo de alcohol, el medio ambiente 

consumo de alimentos ahumados. 

Numerosos estudios han demostrado que pacientes con infección por HP tiene un riesgo 

de hasta seis veces mas de desarrollar CG cuando se les compara con sujetos sanos. 
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Cáncer gástrico Atrofta 

Metaplasia intestinal 

Proliferación 

Infección por H pylori Inflamación 

t 

Colonización 

Figura 2.-Factores de riesgo para el CG. Representación esquemática del resultado 
final de un modelo estadístico de la interacción entre los factores de riesgo para el 
cáncer gástrico. 

El esquema anterior es el resultado final de un modelo estadístico que relaciona los 

cambios provocados por HP en la mucosa gástrica y con el posterior desarrollo de CG. 

La metaplasia intestinal es la variable que por si sola tiene una directa interacción con el 

cáncer gástrico de tipo intestinal, la hiperplasia foveolar y la atrofia glandular, 

interactúan con el desarrollo de metaplasia intestinal y de proliferación celular. 
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Aunque esta bien claro que la infección por HP juega un rol significante como 

causante de CG, el mecanismo exacto involucrado en la pato génesis no esta claro. 

Una teoría de la secuencia de eventos para el desarrollo de cáncer de tipo intestinal ha 

sido propuesta: gastritis crónica superficial que evoluciona a gastritis atrófica, 

metaplasia intestinal, displasia y CG del tipo intestinal. 

Hpylori 

l 

Normal Gastritis Atrofia Metaplasia Displasia Carcinoma 
intestinal 

Figura 3.-Progresión hacia el CG. Se muestran los cambios hitopatólogicos que 
suceden desde la mucosa normal hasta el cáncer gástrico. 
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La mucosa gástrica se encuentra en constante estado de renovación el cual se 

caracteriza por presentar un equilibrio entre la proliferación celular y apoptosis. 

Estudios han demostrado que las células apoptoicas se localizan en la superficie 

epitelial y forman lo que se llama la zona apoptoica, las células proliferativas se 

encuentran en la región del cuello glandular que forman la zona de tasa de proliferación. 

Esta distribución es muestra de la maduración gradual de las células desde la zona de 

proliferación hasta su muerte en la superficie epitelial. Pacientes infectados con cepas 

altamente virulentas de HP muestran una alta tasa de proliferación celular y un bajo 

grado de apoptosis en la mucosa gástrica afectada. 

Durante la infección por HP se estimula la producción de IL-1, IL-6, IL-8 y factor de 

necrosis tumoral alfa que atrae neutrofilos y células mononucleares inflamatorias que 

causan daño a la mucosa. 

Los posibles mecanismos por los cuales la infección por HP aumenta el riesgo de cáncer 

son: 

a)- Productos metabólicos del organismo que pudieran transformar directamente la 

mucosa o predisponiendo a la mucosa a una transformación por mutágenos endo o 

exógenos. b)- Aumento de la tasa de proliferación celular que bajo estas condiciones, la 

oportunidad de mutación del DNA se incrementa y el tiempo de reparación se reduce 

e)- Productos que se producen durante la inflamación como radicales libres derivados 

del oxigeno, que inducen un daño oxidativo al DNA con la posterior mutación. 

11 
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Aunque la infección por HP se asocia con riesgo de CG es poco probable que el 

organismo por si solo sea capaz de inducir cáncer gástrico por las siguientes razones. a)-

Las tasas de infección exceden a las tasas de CG hasta 1 O veces b )- Algunas 

poblaciones que tienen casi infección universal para HP muestran bajas tasas de cáncer 

gástrico o de las lesiones precursoras. Las variaciones geográficas en le riesgo de cáncer 

gástrico entre poblaciones con altas tasas de infección pueden derivar en parte por la 

cepa de HP que es más prevalente en diferentes países. Un 60% de todas las sepa tienen 

un gen (CagA) que induce más inflamación que otras sepan. Por lo anterior HP podría 

ser considerado como un detonante por medio de las alteraciones en la cinética celular 

sin ninguna influencia directa en el material genético. 

La bacteria, junto con otros factores ambientales y la susceptibilidad genética del 

individuo, determinan el riesgo final para el desarrollo de CG considerando que del 1-

2% de sujetos que muestran infección por HP se estima que desarrollaran cáncer gástrico 

y que HP es considerado la causa del 75% de los casos de CG. 

Un análisis reciente ha demostrado que altos niveles de anticuerpos séricos contra 

las especies CagA se asocian con un aumento de riesgo de cáncer gástrico cuando fueron 

comparados con controles no infectados y personas con HP CagA negativo. 
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Se postula que el daño al DNA se refleja en rearreglos cromosómicos, 

deleciones, amplificaciones o mutaciones puntuales de genes, que pueden activar 

oncogenes o inactivar genes supresores de tumor. Para que esto último ocurra se 

requiere de múltiples eventos genéticos ( 1 O a 20), para que se inicie un desajuste en el 

crecimiento celular que conlleve posteriormente a la malignidad. 

Estos eventos pueden durar varias décadas, lo que se conoce como período de 

latencia, el cual abarca desde el tiempo de exposición inicial hasta el desarrollo clínico 

de la neoplasia. Hay datos que sugieren que la infección por HP induce la mutación del 

gen supresor p53 que pudiera ser el principio del proceso de la carcinogénesis gástrica. 

Figura 4. Inducción de daño al DNA por HP. En este esquema se muestra una teoría 
del mecanismo por medio del cuál HP induce alteración del DNA. 
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Se ha documentado que el daño al DNA no es de manera directa sino que es por 

medio de las proteínas citotóxicas producidas por al algunas cepas con alta virulencia las 

cuales inducen la síntesis de citocinas, activan algunas enzimas como la oxido nitrico 

sintetasa así como la producción de radicales libres de oxigeno que inducen un estado 

de inestabilidad geonórnica manifestado por mutación del gen supresor de tumor p53 , 

resultando de esto la producción de una proteína que es incapaz de actuar induciendo 

apoptosis celular por lo cual se perpetua el estado de hiperproliferación con células 

inmortales con un DNA dañado. 

1.2.2 Gen supresor de tumor p53. 

Los genes supresores de tumor proporcionan señales que inhiben la proliferación 

celular, principalmente cuando ocurre daño al DNA. Si el daño es muy extenso, estos 

genes inducen apoptosis. Cuando ocurre una inactivación en ambos alelos del gen 

(mecanismo recesivo ), se promueve la transformación maligna 

El gen supresor p53 es uno de los puntos clave en la investigación actual en el 

cáncer, de ahí que muchos estudios se han enfocado a éste y su implicación en relación a 

la infección con HP. p53 es conocido como el maestro guardián del genoma y se declaró 

molécula del año en 1993 por la revista Science. 
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Su estructura molecular fue conocida en 1985 cuando McBride y Benchimol 

asignaron el locus del gen al brazo corto del cromosoma 1 7 en la banda 13. El gen tiene 

11 exones y se han identificado dos promotores de transcripción, uno localizado 1 00 a 

200 pb antes del primer exón (no codificante) y el segundo es un promotor muy fuerte 

localizado en el primer intrón. La protema que codifica es llamada con el mismo nombre 

y contiene 393 aminoácidos. Su forma tridimensional es parecida a un "sandwich". 

Presenta tres dominios principales, siendo el segundo el de unión a la secuencia 

específica del DNA donde suceden cerca del 40% de las mutaciones de sentido erróneo 

(principalmente en los aminoácidos 175, 248 y 273). 
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25 33 

Dominio de activación 
transcripcional 

157 248 273 
126 187 225 261 307 332 367 393 

Dominio de unión a la 
secuencia especifica del ADN 

8 9 

Estructura tridimensional 

10 

Dominio de 
tetramerización 

ADNc 

393 aminoácidos 

Figura 5. Características de p53. Gen localizado en el cromosoma 17p13.1. Tiene 11 
exones (de los cuales el primero no es codificante). La cadena polipeptídica se divide en 
cuatro regiones, la primera corresponde a los aminoácidos 1-42 que forman el dominio 
de activación transcripcional que media interacciones proteína-proteína. La segunda 
corresponde a los aminoácidos 102-292 y es la región central que se une a la secuencia 
específica del DNA. La tercera corresponde a los aminoácidos 234-355 y es la que 
permite su oligomerización al DNA. La cuarta es la porción carboxiterminal que 
comprende los aminoácidos 367-393 y es un sitio no específico de unión a ácidos 
nucléicos, con una función muy importante en la regulación alostérica65

. 
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La expresión normal del gen p53 regula el crecimiento celular y evita la 

transformación neoplásica. Esta expresión se activa en respuesta a estímulos genotóxicos 

(incluído el daño al DNA, deficiencia de oxígeno, radiación, estrés oxidativo y depósitos 

alterados de ribonucleótidos). Su función se lleva a cabo por diversos mecanismos, tales 

como interrumpir el ciclo celular en fase G 1, iniciar la reparación del DN A, propiciar la 

difereciación celular e inducir la muerte celular programada, previniendo así que se 

perpetúe el daño celular-. 

En cuanto a la inactivación de p53 , Volgestein y Kinzler propusieron cinco 

mecanismos: a) deleción de uno o ambos alelos del gen que provoca reducción en la 

expresión de genes inhibidores del crecimiento, b) mutaciones que alteran la estructura 

tridimensional de las proteínas y que no permiten su oligomerización (como ocurre con 

frecuencia en el cáncer pulmonar y de esófago), e) mutaciones con sentido erróneo que 

destruyen la funcionalidad de la proteína, d) degradación lítica de la proteína, y e) 

amplificación del oncogen MDM2 que tiene un efecto inhibitorio sobre la actividad de 

p53. 
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Introducción y antecedentes 
"Expresión de la proteína p53 en gastritis crónica asociada a Helicobacter pylori" 

La mayoría de las mutaciones reportadas se encuentran dentro de los exones 5-8 

y se les ha asociado con una vida media mayor de la proteína nuclear, lo que las hace 

permanecer más tiempo y favorece su detección por inmunihistoquímica aunque es 

importante destacar que para la detección de alguna alteración cuantitativa o cualitativa 

de p53, deben realizarse estudios conjuntos por métodos moleculares y de 

inmunihistoquímica. La proteína p53 expresada inmunihistoquímicamente es 

considerada del tipo mutada, con un característico patrón nuclear. 

Figura 6. Positividad para p53.Tinción de inmunohistoquímica para p53 que muestra 
un patrón nuclear de positividad. 
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Planteamiento del problema, justificación v objetivos 
"Expresión de la proteína p53 en gastritis crónica asociada a Helicobacter pylori " 

CAPÍTULO 11 

2.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Aunque esta claro que HP actúa como un cofactor en la carcinogénesis gástrica, 

el mecanismo exacto involucrado en la patogénesis no esta claro, hay estudios que 

mencionan que HP induce la mutación del gen supresor p53 , que pudiera sugerir al 

menos, el principio de una parte de las múltiples etapas de la carcinogénesis gástrica. 

Esta posibilidad se explorará en la presente investigación. 

2.2 JUSTIFICACIÓN 

Entre enero y octubre del 2003 se diagnosticaron doce casos de CG 

(adenocarcinomas) nuevos en el Hospital Christus Muguerza Monterrey (HChMM), 

solo un caso se logró identificar en etapa clínica temprana. 

Se propondrá un método para la identificación temprana de pacientes con incremento de 

riesgo de CG. 

El estudio contribuye al conocimiento general sobre la carcinogénesis en CG. 
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Planteamiento del problema, justificación y objetivos 
"Expresión de la proteína p53 en gastritis crónica asociada a Helicobacter pylori" 

2.3 OBJETIVOS 

• Analizar la expresión de p53 en gastritis crónica con o sin HP en ausencia de 

-metaplasia intestinal. 

-atrofia 

-displasia o 

-neoplasia 

En material embebido en parafina obtenido por biopsia endoscópica entre marzo y 

mayo de 2003 en el HChMM. 
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Diseño, Material y Métodos 
"Expresión de la proteína p53 en gastritis asociada a Helicobacter py/ori " 

CAPÍTULO 111 

DISEÑO, MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1Disefio 

Se trata de un estudio de observación paraclínica en donde se incluyen 

casos previos y actuales del archivo de bloques del archivo del Departamento de 

Anatomía Patológica del (HChMM). 

Se obtuvo material de 140 endoscopías, seleccionadas por su calidad histológica y la 

cantidad de anticuerpo disponible (tamaño de muestra) 60 biopsias. 

-Transversal 

-Comparativo 

-Direccionamiento causa-efecto 

-Ciego (evaluación histológica e inmunohistoquímica) 

Se utilizó prueba de X 2 
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Diseño, Material y Métodos 
"Expresión de la protefna p53 en gastritis asociada a Helicobacter py/ori " 

3.2 Material. 

3.2.1 Área de trabajo. 

El trabajo experimental se realizó en el laboratorio de Anatomía Patológica del 

HChMM. 

3.2.2 Material Biológico. 

Se colectaron especímenes de estomago (material de biopsia endoscópicas) 

conservados en bloques de parafina por el Departamento de Anatomía Patológica del 

HChMM. 

3.2.3 Reactivos Químicos. 

Para el análisis histopatológico se utilizó etano~ xileno, hematoxilina, eosina y 

ácido clorhídrico de Merck, SA de CV México, D.F. 

Para la inmunohistoquímica se utilizó 3-aminopropyltrieoxy silano 98% de Sigma 

Chemical Company (Saint Louis, MO, EUA). El anticuerpo monoclonal (anti-p53 Clone 

Bp53-11 ), proteína bloqueadora, proteinasa K y el reactivo bloqueador de la peroxidasa 

fueron adquiridos de Ventana Medica! Systems. 
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"Expresión de la proteína p53 en gastritis asociada a He/icobacter pylori " 

3.2.4 Material es de medición y montaje. 

Las micro pipetas de precisión de 2, 1 O, 20, 200 y 1000 ¡.tl fueron obtenidos de 

Rainin Instruments (Woburn, MA, EUA). Las puntillas para las micropipetas, los tubos 

eppendorf de 0.5, 1.5 y 2.0 rnl, los tubos cónicos de 15 y 50 rn1 y los guantes de látex 

fueron comprados a Cell Associates (Houston, TX, EUA). Los portaobjetos corning de 

25 x 75 mm y cubreobjetos 24 x 50 mm fueron de Sigma Chemical Company. 

3.2.5 Equipo. 

En el análisis histológico se utilizó el Microtomo Microm HM505N, baño de 

flotación de tejido Lab-line, microscopio Zeiss, el aparato para inmunohistoquímica 

Ventana Automated Slide Stainer y Horno de microondas Panasonic de alta potencia. 

3.2.6 Equipo computacional. 

El procesador de texto utilizado fue Microsoft Word 98 (Microsoft Corporation), 

Procesadores gráficos Microsoft Power Point 98 (Microsoft Corporation). 

Los programas por vía INTERNET fueron: Entrez (National Center for Biotechnology 

Information (NCBI); BLAST Network Service (Blaster); Gen Bank. El programa 

utilizado para comunicación en la red fue el Microsoft Internet Explorer versión 4.0. 
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3.3 Métodos. 

Este estudio constó de dos etapas: una de carácter clínico que incluyó el diseño de 

un formulario dirigido al padecimiento en estudio (anexo 1). Este formulario fue 

contestado mediante la revisión de registros que existen en el Departamento de Anatomía 

Patológica del HChMM constituyó el trabajo experimental, en el cual se utilizaron las 

técnicas propuestas en los objetivos específicos. 

3.3.1 Criterios de inclusión y exclusión de las biopsias de mucosa gástrica. 

3.3.1.1 Criterios de Inclusión. 

Para los fines de este estudio se eligió un lote de muestras del Departamento de 

Anatomía Patológica del HChMM con diagnóstico histopatológico de gastritis crónica 

difusa, folicular, con actividad, regeneración epitelial e hiperplasia foveolar con o sm 

infección por HP. 

3.3.1.2 Criterios de exclusión. 

Se excluyeron aquellas muestras donde el material fue escaso o mal procesado 

para el análisis inmunohistoquímica. Gastritis aguda, con atrofia glandular, metaplasia 

intestinal, displasia, adenocarcinoma o linfoma gástrico. 
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3.3.2 Análisis histopatológico. 

Primero se realizó la corroboración del diagnóstico histopatológico. Para lo que 

se extendió el corte de tejido en un baño de flotación para posteriormente montarlo en un 

portaobjetos de 50 x 75 mm y fijarlo con calor. Después se realizó una tinción con 

hematoxilina y eosina. 

3.3.2.1 Tinción hematoxilina y eosina. 

Cada portaobjeto con el tejido fijado , se sumergió dos veces en xileno durante 1 O 

y 5 min respectivamente, seguido de inmersiones sucesivas en etanol al 1 00%, 96% y 

80% por 3 min en cada uno de ellos. Después se hicieron 1 O inmersiones en agua 

corriente, se colocaron en solución de hematoxilina por 4-8 min y luego se realizaron 1 O 

inmersiones en agua corriente. Se sumergieron los cortes 2-4 veces en una solución de 

ácido clorhídrico al 0.5%, luego se siguió con 1 O inmersiones en agua corriente para 

posteriormente seguir con 4 a 5 inmersiones en hidróxido de amonio al 0.5%, con la 

finalidad de neutralizar el pH. Enseguida se hicieron 1 O inmersiones en agua corriente. 

Después de ésto, los cortes se colocaron en el colorante eosina durante 30 a 45 seg. Los 

siguientes pasos fueron lavados sucesivos con etanol al 80%, 96% y 100% (10 

inmersiones en cada uno) y finalmente se sumergieron dos veces en xileno durante 5 min 

cada vez. Para preservar las muestras permanetemente, se colocó una resina (bálsamo de 

Canadá) y se analizaron por microscopía de luz. 
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3.3.3 Análisis inmunohistoquímico. 

De cada bloque de parafina se obtuvo un cortes con un grosor de 6 ¡..tm cada uno. 

3.3.3.1 Preparación de portaobjetos. 

Se prepararon los portaobjetos donde serían montados los cortes. Esto consistió 

en sumergir los portaobjetos en silano al 2% (3-aminopropyltrieoxy silano 98%) durante 

2 min, para posteriormente enjuagar en agua destilada 1 O veces. Después se secaron en 

una estufa a 37 oc por 2 hr y finalmente se agregó una gota de pegamento (Elmer's glue) 

a una dilución 1:1 O para colocar el tejido. Se esperó a que secaran y se continuó con la 

técnica de inmunohistoquímica. 

3.3.3.2 Procedimiento de inmunohistoquímica. 

La técnica de inmunohistoquímica consistió en sumergir los portaobjetos en xileno 

durante 5 minen dos ocasiones, seguido de un paso en etanol al 100%, al 96% y al 80%, 

durante 3 minen cada alcohol. Los tejidos se hidrataron en agua destilada durante 3 min 

y posteriormente se procedió a bloquear la peroxidasa endógena con 200 ¡..tl de H202 al 

3% por un período de 5 min. Después se enjuagaron en agua corriente por 3 min. Se 

requirió un pretratamiento con antígeno de recuperación a 90°C y a 3 7°C durante 20 min, 

respectivamente. Los cortes con pretratamiento se enjuagaron con agua corriente durante 

3 min. 

26 



Diseño, Material y Métodos 
"Expresión de la proteína p53 en gastritis asociada a Helicobacter pylori " 

En todos los casos se adicionaron 200 ,.d de proteína bloqueadora y se incubaron 

a temperatura ambiente por 1 O min e inmediatamente después se agregaron 200 ¡.tl del 

anticuerpo primario (dilución 1:500 - 1:1 000) y se incubaron durante 5 mina 37 °C. 

Posteriormente se enjuagaron en agua corriente por 3 min, para luego agregar 

200 ¡.tl del anticuerpo secundario (LSAB2 Link HRP K675), el cual se incubó a 37 oc 

por 1 O min. Se continuó con un lavado en agua corriente por 3 min, para luego adicionar 

200 ¡.tl de peroxidasa estreptavidina (LSAB2 streptavidin HRP K675) y se incubó a 37°C 

por 1 O min. Se lavaron los cortes con agua corriente por 3 min y se adicionaron 200 ¡.tl 

del sustrato (DAB), las laminillas se incubaron por 5 min a temperatura ambiente para 

que se desarrollara el color. Se enjuagaron con agua corriente por 3 min, para luego 

contrastar con hematoxilina por 20 seg, seguido de un enjuague con agua corriente por 3 

min. Finalmente, se colocó una gota de bálsamo de Canadá y se deslizó un cubreobjetos, 

se esperó a que secaran las preparaciones y se observaron al microscopio de luz a 5,1 O y 

40X para analizar la presencia del marcador empleado. 
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3.3.3.3 Interpretación de la prueba de inmunohistoquímica. 

La interpretación propuesta por el laboratorio que proporc1ona el anticuerpo 

(Ventana Medica! Systems) considera como: 

Positivo: El patrón debe ser nuclear, de un color café ocre y homogéneo, la intensidad 

se evalúa en cruces + débil, ++moderado, +++fuerte. 

Negativo: Ausencia total de positividad nuclear o presencia de tinción citoplasmática. 

A B 

Figura 7. Interpretación inmunohistoquímica de p53. A.- Negativo B.-Positivo. 
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"Expresión de la proteína p53 en gastritis crónica asociada a Helicobacter pylori" 

CAPÍTULO IV 

RESULTADOS 

Tabla 1.- Se muestra la distribución por sexo y edad de los dos grupos estudiados. 

B 

Figura 8.- Información general. A.-Grafica que muestra la distribución por sexo. B.
Grafica en donde se observa la distribución por edad en ambos grupos. 

• Se evaluaron 30 muestras de tejido HP+ y 30 HP-. 
• La proporción M:F se mantuvo espontáneamente entre los dos grupos. 
• Los pacientes HP+ tenían edad promedio menor que los HP- (este dato no estorba 

en la comparación; hubiese sido un problema si fuese significativamente mayor). 
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Tabla 2.- Se muestra la distribución de él tipo histológico de gastritis crónica en ambos 
grupos. 
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Figura 9.- Tipos histológicos observados. Grafica que muestra la distribución del tipo de 
gastritis crónica en ambos grupos. 

• En el subgrupo HP+ se observó mayor proporción de GC folicular, GC con 
actividad y GC con hiperplasia foveolar. En cambio, el subgrupo HP- tuvo más GC 
difusa que eslo esperado según la literatura. 

• Estos resultados fueron ampliamente significativos. 
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Figura 10.-Microfotografias de los tipos histológicos observados. Imágenes que 
muestran los tipos histológicos de gastritis crónica observados, con tinción de hematoxilina 
y eosina. A-Folicular. B.-Difusa. C.-Activa. D.-Hiperplasia foveolar. E.-Regeneración 
epitelial. 
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Tabla 3.- Se muestra los resultados de la tinción de inmunohlstoquímica. 
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Figura 11.- Resultado de la inmunohitoquimíca. Grafica que muestra la distriobución en 
ambos grupos de la prueba de inminohitoquímica. 

• La tercera parte del subgrupo HP+ (y ninguno del subgrupo 
HP-) expresó la proteína p53. 

• Esta diferencia alcanzó un alto significado estadístico. 
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lOX 

40X 

Figura 12.- Microfotografias de los resultados de la inmunohitoquímica. Se muestran 
la positividad para p53. 
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CAPÍTULO V 

CONCLUSIONES 

Con este trabajo se puede concluir lo siguiente: 

l. Se observo un incremento en la frecuencia de sobreexpresión de p53 en gastritis 

crónica asociada a infección por HP (33.3%). 

2. Se demostró que puede existir expresión de p53 incluso antes de que se observe 

evidencia morfológica de lesiones preneoplásicas o neoplásicas cuando hay 

infección por HP. 

3. La carcinogénesis gástrica es un fenómeno multifactorial y de múltiples etapas, con 

los resultados obtenidos en este estudio, a pesar del tamaño de la muestra la 

expresión de proteína p53 de tipo mutada se traduce en que hay inestabilidad 

genómica y que uno de los factores que contribuye a esto pudiera ser la infección 

porHP. 

4. Se despierta la inquietud para realizar estudios en nuestra población dirigidos a 

conocer el impacto que pudiera tener HP en el desarrollo de lesiones precursoras 

así como CG y establecer el mecanismo por el cuál induce daño al DNA. 
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ANEXO 
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ANEXO 

HOSPITAL CHRISTUS MUGUERZA MONTERREY 

DEPARTAMENTO DE ANATOMÍA PATOLÓGICA 

Expresión de la proteína p53 en gastritis crónica asociada a 
Helicobacter pylori 

DATOS DEMOGRÁFICOS: 

1-Nombre: --------------------------------------------
2-No. De registro en patología: _____________________________ _ 

3-Edad (años cumplidos) al momento del diagnóstico: ________________ _ 

4-Sexo: a) Hombre _________ b) Mujer _ _ __ _ 

ESTUDIO HISTOPATOLÓGICO: 

S.-Subtipo histológico 
a)- Gastritis crónica difusa. ________ __ 
b)- Gastritis crónica folicular. ____ _ 
e)- Gastritis crónica con actividad --- --
d)- Gastritis crónica con regeneración epitelial ___ _ 

6.-Tinción de Diff-Quick 

a)-Positivo ___ b)-Negativo ____ _ 

E3STUDIO DE INMUNOHISTOQU1MICA 

7.- Análisis de p53 

a) Positivo b) Negativo ___ _ 

(+). __ _ 

(++) ___ _ 

(+++) __ 
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