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Resumen
Introduccion: Los marcadores pl6 y Ki 67 som utiles para determinar la
evolucion de la neoplésia intraepitelial cervical grado 2 6 NIC 2. La deteccién de
estos biomarcadores permite diferenciar entre la infeccion autolimitada por el virus
del papiloma humano (VPH) y la trasformacion celular inducida por células
oncogénicas del VPH, sin embargo es importante aportar evidencias de su
capacidad predictiva. Metodologia: Se realizé un estudio cuantitativo,
observacional, descriptivo, retrospectivo de corte transversal en 54 biopsias con
diagnostico histologico de NIC 2 del Centro Medico Oncomujer durante los afios
2012 al 2015. Se utilizo el software SPSS23.0 y Microsoft Excel 2010.
Resultados: La frecuencia del biomarcador pl6 en pacientes con NIC2 fue del
61,1% y del Ki67 fue de un 59% con un p<0,05 y la positividad para ambos
biomarcadores fue de 61,1% con un p>0,05. Discusidon: La asociacion de las
tinciones para los biomarcadores P16 y Ki67 mejoran la disquisicién diagnostica y
permiten una mejor interpretacion del riesgo de progresion segun la literatura
revisada en conformidad con el estudio. La positividad de ambas pruebas

demostrd un riesgo de progresion soportando la necesidad de manejo quirdrgico.

PALABRAS CLAVE

pl6, Ki67, neoplasia intraepitelial cervical de alto grado (NIC-II)



Abstract

Introduction: The markers p16 and Ki 67 som useful in determining the evolution
of intrecervical neoplasia grade 2 or CIN 2. Deteccion of these biomarkers to
differentiate between self-limited by the human papillomavirus (HPV) infection and
cell transformation induced onccogénicas HPV cells, however it is important to
provide evidence of its predictive ability. Methodology: A quantitative,
observational, descriptive, retrospective cross-sectional study was conducted in 54
biopsies with histological diagnosis of CIN 2 Oncomujer Medical Center during the
years 2012 to 2015. The SPSS23.0 software and Microsoft Excel 2010 was used.
Results: The frequency of pl6 biomarker in patients with CIN2 was 61.1% and
Ki67 was 59% with p <0.05 for both biomarkers positivity was 61.1% with p> 0.05.
Discussion: The association of staining for Ki67 and P16 disquision biomarkers
improve diagnoses and enable better interpretation of the risk of progression as
revised in accordance with the study literature. The positivity of both tests

demonstrated a risk of progression supporting the need for surgical management.
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INTRODUCCION

El Cancer de cuello uterino es el cuarto cancer mas frecuente en mujeres y el
séptimo en frecuencia en ambos sexos, se calculd para el afio 2012, 528,000
nuevos casos de los cuales el 85% se presentan en paises en vias de desarrollo.
Para el mismo afio se calculé 266,000 muertes por esta enfermedad y el 87% de
estas en paises pobres!. Estas diferencias regionales en las tasas de incidencia y
mortalidad se deben a los distintos factores de riesgo (infeccién), programas de
deteccion y disponibilidad de tratamiento. Una sustancial parte de estas muertes
se pueden evitar con adecuadas medidas de prevencion y programas de

deteccion precoz.?

En nuestro pais segun el registro de cancer de Lima Metropolitana publicado el
2014, el cancer de cuello uterino ocupa el quinto lugar de todos los canceres y es
el segundo mas frecuente en las mujeres, con 1656 casos nuevos entre los afios
2004 y 2005, con una tasa de incidencia de 19.2/100,000 mujeres, lo cual
representa una de las incidencias mas altas en el mundo. Esta enfermedad es la

que refleja con mayor realismo la desigualdad social en salud.®

Gran parte del éxito en la lucha contra el cancer de cuello uterino radica en el
tratamiento de las lesiones premalignas, segun las directrices de la OPS/OMS
sobre tamizaje y tratamiento de las lesiones precancerosas para la prevencion del
cancer cervicouterino las pacientes con diagnéstico de NIC 2 deben ser tratadas*
asi como la norma técnico oncoldgica para la prevencion, deteccidon y manejo de
las lesiones premalignas del cuello uterino a nivel nacional indica tratamiento con
crioterapia, escisién electro quirdrgica (cono Leep) o histerectomia ampliada a
vagina dependiendo de factores asociados a edad , deseo de fertilidad y factores
anatémicos de la paciente®, todos estos procedimientos con una determinada

tasa de complicaciones y gasto de recursos.

Actualmente la sociedad americana de colposcopia y patologia cervical junto con
el colegio americano de patologia ha publicado las bases y consenso para
adoptar una nueva terminologia estandarizada para las lesiones ano genitales

relacionadas al PVH(virus del papiloma humano), en la cual las lesiones



intermedias como el NIC 2 se dividen dicotbmicamente y algunas pasan a
LBG(lesién de bajo grado) las cuales se comportan como una infeccion aguda por
PVH (NI)C 1) es decir que no requieren tratamiento inmediato y otra pasan a
LAG(lesion de alto grado) y se comportan como NIC 3 y si requieren tratamiento,
esto se basa en que si bien es cierto la lesion NIC 2 no se puede catalogar como
NIC 1 y/o NIC 3 con la coloracion de hematoxilina hioscina existen
biomarcadores que nos permiten diferenciar las lesiones que van a progresar a
cancer y las que probablemente se auto limiten como es el caso de la proteina
humana pl6 que es codificada por el gen supresor CDKN2A (MTS1, INK4A)
localizado en el cromosoma 9p21 que actla inhibiendo las quinasas dependientes
de las ciclinas (cdk), asi desacelera el ciclo de replicacion celular inactivando los
complejos cdk4 y cdk6 ciclina D, los cuales regulan el punto de control de la Fase
G1 del ciclo de replicacion celular mediante la inactivacion de la proteina del
retinoblastoma (pRb) la que libera el factor de transcripcion E2F y permite que la

célula entre en la fase S.

En los canceres de cuello uterino existe una fuerte sobreexpresiéon del p16 y es
facilmente detectable por inmunohistoquimica y nos permite identificar las células
con cambio displasico o maligno inducido por el PVH. El Ki67 es un antigeno que
nos permite encontrar las células que se encuentran en proliferacion y es
expresado en todas las fases del ciclo de replicacion celular.® 7 La expresion en
una célula de ambos antigenos nos va a permitir diferenciar las lesiones

intermedias.

El objetivo principal de este estudio fue: determinar la utilidad de los marcadores
de inmunohistoquimica p16 y Ki67 en el manejo del NIC 2 y ademas determinar
las caracteristicas sociodemograficas de las pacientes con NIC 2. Para ello se
realizé pruebas de inmunohistoquimica para pl6 y Ki67 simultAineamente a 54
muestras de Biopsia diagnosticadas como NIC2, con una técnica que nos permitié
realizar tinciones de inmunohistoquimica a varias muestras en una sola lamina
abaratando costos y tiempo, el cual nos permitio separar las lesiones NIC 2 en

dos grupos y asi determinar cuantas deben ser tratadas y cuantas observadas.



Actualmente en nuestro pais y en el mundo las lesiones cervicales premalignas
diagnosticadas como NIC 2 son todas sometidas a tratamiento quirurgico, como lo
demuestran las normas y protocolos vigentes en nuestro pais® y las directrices
de la OMS/OPS.* Con este estudio se determind que porcentaje de biopsias
tienen positividad para uno o ambos marcadores lo que nos va a permitir
diferenciar las pacientes que se van a comportar como Lesion de Bajo
Grado(LBG) y las que progresaran a NIC 3, asi se podra cambiar la conducta
terapéutica en estos casos, tratando solo a las que tienen la mayor probabilidad
de progresién y observando al otro grupo, evitando un gasto innecesario de

recursos humanos , técnicos y potenciales complicaciones en los pacientes.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

I.1 Antecedentes de la investigacion

En un estudio del afio 2006 acerca de la expresion del marcador de
iInmunohistoquimica p16 en el epitelio del tracto genital femenino y su valor en el
diagnostico se vio que el p16 que es una quinasa 4 dependiente de ciclina que se
expresa en un pequefio numero de tejidos neoplasicos y no neoplasicos y se ha
venido utilizando como ayuda diagnostica en diferentes patologias ginecolégicas.
Su expresion en forma difusa en el cuello uterino puede ser considerada como un
equivalente a la presencia de Papiloma Virus (PVH) de alto riesgo y es util para
identificar la mayoria de lesiones de alto grado y algunas de bajo grado, también
sirve para distinguir lesiones benignas de lesiones neoplasicas. También es util
como parte de un grupo de marcadores para distinguir entre carcinoma
endometrial y endocervical. En vulva se utiliza para distinguir entre lesiones
neoplasicas asociadas a PVH y las no asociadas a este virus. Asi como también
se utiliza para estudio de lesiones de metastasis, de primarios de cuello uterino,

algunos sarcomas de Utero y para distinguir tumores metastasicos a ovario.2

En el afio 2012 se convocO un proceso de consenso para estandarizar la
terminologia empleada en las lesiones del tracto ano genital producidas por el
Virus del Papiloma Humano (PVH) se Il amo el proyecto LAST (Proyecto de
Normalizacién para Lesiones Asociadas al PVH) y fue patrocinado por El Colegio
Americano de Patélogos y la Sociedad Americana de Colposcopia y Patologia
Cervical. Se constituyeron 5 grupos de trabajo, 3 de ellos se dedicaron a realizar
revision bibliografica otro grupo se dedico a revisar los antecedentes histéricos y
el ultimo a redactar las recomendaciones finales. Se aprobaron las
recomendaciones para la estandarizacion de terminologia utilizada para nombrar
a las lesiones asociadas al papiloma en el tracto anogenital y se detallo
cuidadosamente la utilizacion adecuada de biomarcadores especificos (entre ellos
el p1l6 y Ki67) para mejorar diagnosticos y aclarar situaciones controversiales. Por
altimo se elaboré un plan para la difusion de estas recomendaciones en la

comunidad médica.®



En el afio 2012 se realiz6 un estudio para determinar el rendimiento de la prueba
del p16 en la citologia de 578 muestras de lesiones intraepiteliales, 213 PVH de
alto riesgo con ASCUS, 186 PVH de alto riesgo con LBG, 74 LAG, 56 eran NIC2 y
49 NIC3,el objetivo fue evaluar el desempefio del pl6 en un programa de
deteccion de cancer de cuello uterino incluyendo lesiones de ASCUS, LAG vy
LBG, tratando de determinar si la realizacion rutinaria de esta prueba mejoraria le
especificidad y el Valor predictivo positivo en las LAG. La sensibilidad del p16 fue
91% para NIC2 y 100% para NIC3, con una especificidad de 64 y 58% para cada
uno de3 ellos, el valor predictivo negativo fue 96 y 100% y el valor predictivo
positivo fue 39%. En el seguimiento posterior se observd 8 casos
histolégicamente negativos en la primera biopsia resultaron luego en 4 con NIC2 y
4 con NIC3.Por todos estos hallazgos se concluyé que la especificidad y
sensibilidad del p16 confirman su gran utilidad en diagndstico de lesiones de bajo
grado y en lesiones de alto grado sobre todo en casos de discordancia cito-

histoldgica.?

En un estudio realizado en Tokio en varios centros médicos cuyo objetivo fue
tratar de obtener informacion acerca de la eficacia del p16 como biomarcador
para predecir los resultados del NIC, se realizé pruebas de inmunohistoquimica a
pacientes con NIC entre 2000 y 2009, de forma retrospectiva se realizaron
pruebas de PVH y se correlacionaron entre si los resultados de las biopsias, del
PVH y del p16. Se obtuvo como resultado que de un total de 244 pacientes de los
cuales 82 con NIC 1, 60 con NIC 2y 102 con NIC 3 el p16 fue positivo para 20.7%
de NIC 1, 80% para NIC 2 y 89.2% para NIC 3, y en los grupos de NIC 1y 2 la
tasa de progresion fue significativamente mayor para los p16 positivos y la tasa de
regresion fue significativamente menor para los pacientes p16 positivos. Las tasas
de progresion y regresion no fueron significativamente diferentes en los grupos de
alto riesgo PVH positivos y negativos. Por lo que se concluyé que la
sobreexpresion de pl16 en NIC 1 y NIC 2 es un biomarcador superior al test del
genotipo dePVH.!

En un trabajo de investigacion realizado en Corea, donde se realiz6 tincién de

inmunohistoquimica para pl6, Ki67 y proteina de capsida L1 en muestras



obtenidas de citologia de base liquida en de pacientes con LAG( lesion
sospechosa de lesidon de bajo grado y ASCUS, bajo la premisa de que las células
escamosas atipicas no pueden excluir lesiéon de alto grado y con el objetivo de
tratar de identificar que pruebas podrian predecir lesiones de forma objetiva y
reproducible para evitar seguimientos innecesarios a las pacientes. También se
realizé la tipificacion de PVH a las 56 pacientes las que se sometieron a
confirmacion por biopsia 0 seguimiento con citologia se obtuvo que la positividad
para pl6 y Ki 67 se asocio fuertemente con NIC 2 y NIC 3.La especificidad,
sensibilidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo para predecir el
seguimiento del NIC 2 fueron 51.4%, 76.2%, 48.5% 7 78.3% respectivamente, en
la tinciébn de inmunohistoquimica de p16 y Ki67.De este estudio se concluyé que
el pl6,Ki67 y proteina de la capsida L1, son biomarcadores muy Uutiles para

predecir NIC 2 y también son suficientes para predecir NIC 3.%?

En Italia se llevo a cabo un estudio en el cual se correlaciona la tipificacién del
PVH con prueba de ADN Yy tincidén de inmunohistoquimica para pl16 y Ki67 asi se
estudié la potencial utilidad de pl6 y Ki67 en muestras histologicas la
concordancia que alcanzo la prueba de ADN con la inmunohistoquimica fue del
89%, con lo que se concluye que el estudio de pl6 y Ki67 tendria un alto valor

diagnostico en lesiones neoplasicas del cuello uterino.!?

En el afio 2013 en USA se llevo a cabo un estudio donde se evalud la deteccion
de lesiones precancerosas del cuello uterino con pl16 y Ki67. Partiendo de la base
qgue el PAP es una prueba poco sensible pero muy especifica para la deteccion de
NIC 2, se evalud la posibilidad de que la combinacion de pl6 y Ki67 serian
indicadores de progresion de las lesiones por PVH con una alta sensibilidad vy
especificidad para NIC 2, y comparar los resultados con los del PAP. En un total
de 27,349 mujeres de 18 o mas afios en Europa se enrolaron en un programa
prospectivo de deteccion de cancer de cuello uterino, se les realizo Pap, PVH,
pl6 y Ki67 a todas, a los resultados de PVH positivos en mayores de 30 afos se
les realizo colposcopia y la histologia de NIC 2 se us6 como referencia. Los
resultados de la citologia con p16 y Ki67 eran comparables a la prevalencia de
PAP anormal, en todas las mujeres la citologia con p16/Ki67 fue mas sensible que

la tincibn de Papanicolaou para la deteccion de NIC 2 y 1, las especificidades



fueron comparables. La prueba del PVH en mujeres de 30 o méas afios fue mas
sensible pero menos especifica que el pl6/Ki67.Se concluyé que la prueba de
doble manchado con p16/Ki67 tiene sensibilidad superior con especificidad no
inferior sobro la citologia con PAP en la deteccion del NIC 2, y se podria
recomendar el doble manchado en programas de tamizaje sobre todo en mujeres

jovenes donde el PVH tiene sus limitaciones.'*

En el afio 2013 se realizé un estudio en el Departamento de patologia del Hospital
Universitario de Seoul National para determinar la utilidad de la sobreexpresion
del pl6 y el ADN de PVH en el diagndstico diferencial de la extension del
carcinoma epidermoide de cuello uterino. Partiendo de la base que el carcinoma
epidermoide primario del tracto genital superior es muy raro, debe ser distinguido
de la extension del carcinoma epidermoide de cuello uterino para una adecuada
estatificacion del tumor, pero muchos pacientes con carcinoma epidermoide
primario de trompas u ovario han sido previamente histerectomizados por lo
tanto es dificil determinar el sitio del tumor primario. Se compararon los resultados
de patologia con la expresion del pl6 y el PVH en 4 pacientes con Ca
epidermoide del tracto genital superior y 5 con Ca epidermoide de cuello uterino
con extensién a la mucosa del tracto genital superior, en los 5 pacientes con
carcinoma epidermoide de cuello uterino tuvieron una fuerte expresion del pl6 y
los 4 con carcinoma epidermoide del tracto genital superior fueron negativos. Tres
de los 5 pacientes con carcinoma epidermoide de cuello uterino fueron positivos
para PVH 16 y los 4 de carcinoma epidermoide primario de tracto genital superior
fueron negativos para ADN de PVH. Se concluyé de este estudio que a la no
expresion de plé y ADN de PVH son importantes para la determinacién de

primarios del tracto genital superior.t®

En un estudio realizado en Bucarest cuyo objetivo fue evaluar la hipétesis de que
la inmunohistoquimica con p1l6 es mas efectiva que la tipificacion de PVH para
detectar lesiones de alto grado en el diagnostico histopatolégico de pacientes con
citologias anormales de ASCUS o LBG, fue un estudio retrospectivo de 63 casos,
22 con ASCUS y 41 con LBG utilizando CPIU p16 y Linear Array PVH, todos los
casos se siguieron con colposcopia y biopsia, la sensibilidad y especificidad del

pl6é y PVH se analizaron con la prueba Chi cuadrado y se encontré que las



citologias LBG eran mas probables p16 positivo que los de ASCUS, en mujeres
con LBG la sensibilidad de p16 fue 37.5% superior a la de las mujeres con PVH
de alto riesgo, mientras que en ASCUS fue 44.5% mayor . En ASCUS el p16 tiene
una especificidad mas alta (84.62%) que el PVH (53.85%); para las citologias de
LBG esta diferencia es menor. Como conclusiones se obtuvo que el pl6 es
significativamente mas sensible que el PVH para detectar lesiones precursoras
sobre todo en pacientes con citologia de ASCUS. Las citologias que resultan LBG
deben tener biopsia y colposcopia, el p16 aumenta la precision del diagndstico en

mujeres con LBG.16

En el Departamento de Patologia del Hospital de Shangai en el afio 2013 se
estudio el valor patolégico de la deteccion del PVH, pl6 y p53 en el NIC, el
objetivo fue evaluar la infecciébn por PVH, la sobreexpresién del pl6 y p53 y
determinar su papel en el diagnéstico y clasificacion del NIC, se utilizo
inmunohistoquimica para evaluar la sobreexpresién de pl6 y p53 y reaccion en
cadena de la polimerasa para evaluar la presencia de ADN de PVH. En ciento
cuatro casos, se encontré6 PVH18/16 en 49% y ADN de PVH6/11 en 9.6%. En
doscientos tres casos el 74.4% expreso positividad a pl6 y 47,3% a p53.La
sobreexpresion de pl6 presento una tasa significativamente mayor en el grupo de
NIC 1 que en el de metaplasia escamosa e hiperplasia y el grupo de NIC 2--.Hubo
una marcada correlacion entre el patron de tincion de una banda del pl6 y la
infeccion por PVH16/18. Por otro lado la expresion de p53 no se correlaciona
significativamente con el grado de NIC o Infeccion por PVH16/18. Estos
resultados indican que la expresion del pl6 se correlaciona con mayor gado de
NIC y puede utilizarse como un biomarcador de diagnéstico para diferenciar entre

NIC 1 y metaplasia escamosa y también entre NIC 2 Y NIC 1/3.%/

En Malasia en el afio 2014 se realiz6 un estudio de la expresion del pl6 en
lesiones del cuello uterino producidas por papiloma de alto riesgo, siendo el
cancer de cuello uterino una de los mas frecuentes a nivel mundial y el PVH el
principal factor de riesgo para desarrollar esta enfermedad ademas las pruebas
de diagnostico y despistaje actuales tiene ciertas limitaciones para identificar las
diversas lesiones del cuello uterino, este estudio propone evaluar la utilidad del

pl6 para mejorar el diagnostico de lesiones producidas por el papiloma de alto



riesgo en el cuello uterino. En un total de 75 muestras se seleccionaron en tres
grupos de 25 cada uno en NIC, CIS y Cervicitis cronica. La expresion de
inmunohistoquimica para el grupo de cervicitis fue 0%, para los pacientes con NIC
fue 72% y para los pacientes con CIS 100% por lo cual se concluyé que la
expresion del pl6 fue muy fuerte en el cancer del cuello uterino y minima en
cervicitis por lo que la inmunohistoquimica p16 puede ayudar en el diagnéstico de

los diferentes tipos de lesiones cervicales.!®

Un estudio realizado en Amsterdam a pacientes con citologia para ASCUS y LBG
con pl6 y Ki67, tuvo como base del estudio a las pacientes con citologia de
ASCUS y LBG actualmente se repite la prueba a los 6 y 18 meses el objetivo de
este estudio, fue analizar el desempefio en forma trasversal y longitudinal del
doble manchado con pl16 y Ki67 en la citologia para deteccion de NIC grado 3 o
mas y NIC 2 en mujeres con citologia dudosa ligeramente discariotica. En 256
mujeres con citologia dudosa ligeramente discariotica se realiz
inmunohistoquimica con pl16 y Ki67 de forma retrospectiva y se comparé con los
resultados de PVH y los resultados de seguimiento a largo plazo. En p16 y Ki67 la
citologia del doble manchado comprobdé una sensibilidad del 100%, especificidad
del 64,4% y un valor predictivo negativo de 100% para NIC 3. Las pruebas del
PVH mostro sensibilidad similar (96,3%) y valor predictivo negativo (99,1%) y una
especificidad menor (57,6%) para NIC 3. La sensibilidad, especificidad y valor
predictivo negativo para NIC 2 de la citologia doblemente manchado fueron
89,7%, 73,1% y 95,1%, correspondientemente fue similar a lo comparado con la
prueba de PVH. La citologia doblemente manchada demostré una relevante
menor tasa de referencia de la muestra del PVH (43,6% y 49,1%). Mientras el
seguimiento de largo plazo, sin lesiones de NIC 3 desarrollados en PVH positivo

en mujeres negativas doblemente manchado.®

En un estudio realizado en Austria sobre la proliferacion de células de cancer al
cuello uterino se determiné que las infecciones por el papiloma virus de alto riesgo
contribuyen con el cancer al cuello uterino y el pl6 y el CDK regulan el
crecimiento de estas células por razones no muy bien comprendidas. En este
articulo se presenta la regulacion negativa de la expresion del gen pl6 en 3

diferentes lineas celulares de cancer al cuello uterino, en las cuales se reduce la



expresion del oncogén E7 lo que sugiere un mecanismo de retroalimentacion

positiva entre el E7 y p16 cuyo agotamiento indujo la senescencia celular.?°

En un metanalisis publicado en el afio 2015 en el Current de ginecologia acerca
del camino por delante en la prevencion y control del cancer al cuello uterino
hacen notar que desde comienzos de los afios 50 el despistaje con PAP
(Papanicolaou) ha reducido de una forma sustancial la mortalidad por cancer de
cuello uterino en los paises del primer mundo, en la actualidad las campafas de
vacunacion contra el PVH de alto riesgo son las estrategias que prometen reducir
la prevalencia a nivel mundial de cancer de cuello uterino y lesiones pre malignas,
sin embargo a raiz de la disminucién de los indices de presentacion de lesiones
pre cancerosas, la persistencia en la utilizacion de la citologia como método
primario de deteccién puede volverse menos efectiva, esto daria a lugar a un

aumento innecesario de referencias.

Por suerte las pruebas de ADN del PVH se han transformado de un candidato
adecuado para reemplazar a la citologia por ser una prueba menos especifica
pero mas sensible en la deteccién de lesiones de alto grado y por ser menos
propensa a error humano, también servirian estas pruebas de PVH para evaluar
la eficacia de la vacunacion. La citologia podria utilizarse como una prueba de
clasificacion ya que la mayoria de frotis de pacientes PVH positivos obtendrian
alteraciones de cierto grado de importancia. La prueba de PVH seguida de
genotipificacion se recomienda para el cribaje en paises desarrollados. Otros
biomarcadores podrian ayudar en la deteccion y clasificacion de las lesiones
neoplasicas del cuello uterino como son: PVH E6/E7, pruebas de ARN mensajero,
metilacion de genes virales y la inmunohistoquimica pl16 tomando en cuenta los
rapidos avances tecnoldgicos la anunciada llegada de la vacuna nonavalente para
PVH (actualmente en ensayos de fase lll), los estudios en este campo cada vez

se vuelven mas dificultosos.?!

En un metanalisis realizado en Grecia acerca de como mejorar la deteccion de las
neoplasias intraepiteliales cervicales sobre la base de las técnicas de biologia
molecular que actualmente proporciona informacion relacionada con el virus que

causa el cancer de cuello uterino, incluyendo tipificacion de PVH con matiz

10



microscopico de ADN, técnicas de RNA mensajero, identificacion de los
oncogenes EG6/E7 por citometria de flujo y la sobreexpresion del pl6é por
inmunohistoquimica. Estas técnicas combinan diferentes sensibilidades vy
especificidades, por lo que un enfoque combinado podria producir mejores
resultados, en este articulo se propone combinar de manera inteligente estas
técnicas para lograr un diagndstico mas preciso. Se evalud esta técnica en 340
pacientes a los cuales se les realizo evaluacion con PAP (citologia), pruebas
moleculares y colposcopia. Se encontré una sensibilidad del 89.4%, una
especificidad de 97.1%, valor predictivo positivo de 89.4% y valor predictivo
negativo de 97.1% en la deteccion de NIC2 o mas, con los que se concluyd que
las combinaciones de estas pruebas produce mejores resultados en términos de
sensibilidad, especificidad, VPP y VPN, con lo cual se disminuye la tasa de

referencia para colposcopia y para intervenciones terapéuticas.??

En un estudio realizado en Canada en el cual se evalta la correlacion entre el
pl6, el subtipo especifico del PVH y la progresion de lesiones de bajo grado
(NIC1) en el cual se evalu6 la eficacia del pl6 y la tipificacion del PVH como
marcador pronostico del NIC 1. En 64 muestras de cérvix con diagnostico
patolégico de NIC 1 se realiz6 la tincién con pl6 y la tipificacion del PVH por PCR.
De las 34 muestras pl6 negativas, 26 retrocedieron, 7 persistieron y una
progreso, delas 20 p16 difusamente positivas. 7 regresionaron, 8 persistieron y 5
progresaron. De las 10 muestras de biopsia con manchado positivo en el 1/3
inferior de la muestra 7 regresionaron y 3 persistieron. La tincion difusa de p16 en
NIC1 se asoci6 solo con PVH de alto riesgo excepto con una muestra de biopsia
PVH negativo. 3 cepas de PVH de alto riesgo y 1 cepa de bajo riesgo (PVH66)
fueron identificadas en los 6 NIC1 que progresaron. Como conclusion se
determind que existe una relacion significativa entre la tincion negativa al p16 o

positividad del tercio inferior con la rara progresion del NIC1.23

En un estudio realizado en el sur de Brasil sobre la expresion del p16 y Ki67 en
pacientes infectadas con papiloma virus con cuello uterino normal, displasico y
neoplasico, partiendo del precepto que la proteina del ciclo celular pl6 y el
antigeno nuclear de proliferacién celular Ki67, se utilizan como marcadores

celulares de oncogenicidad. Las oncoproteinas E6 y E7 al interactuar con los
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genes supresores p53 y GRb, sobre expresando el p16. El objeto de este estudio
fue tipificar la presencia del ADN viral en 174 biopsias de cérvix y correlacionar los
diferentes grados histolégicos con las expresiones del p16 y Ki67, en un disefio
de tipo trasversal en pacientes que se realizaron biopsia entre febrero del 2003 y
diciembre del 2006 en el sur de Brasil, se determind la presencia del ADN de PVH
en frotis cervicales usando la PCR y se realiz6 inmunohistoquimica en las
muestras de biopsia para evaluar la expresion de pl6 y Ki67. El 89% de los
pacientes presento DNA viral de los cuales 52% fueron de PVH de alto riesgo (16,
18, 31). La expresion del p16 se observo en 69% de los casos y en 100% de las
lesiones de alto grado y de pacientes con PVH de alto riesgo, siendo mas fuerte la
expresion en las lesiones de mayor grado. El Ki67 y p16 se expresaron juntos en
el 86% de las muestras y fueron 100% positivos en las muestras con PVH de alto
riesgo. Estos resultados sugieren una asociacion entre la presencia del PVH de
alto riesgo y la expresion del p16 y Ki67, la cual es mas fuerte en mujeres con

lesiones de alto grado.?*

En un estudio prospectivo realizado en China acerca de la tincion de
inmunohistoquimica p16 y el valor predictivo para la progresion del NIC1. Debido
al que el p16 se sobre expresa en tejido con diagnostico de NIC y cancer de
mujeres infectadas con papiloma se han realizado pocos estudios prospectivos
para evaluar al pl6 como un marcador de riesgo de progresion de NIC1. Se
investigo la prevalencia del p16 en las biopsias de NIC1 y si predice el riesgo de
desarrollar lesibn mayor en 6557 mujeres entre 30 y 49 afios durante los afios
2003 al 2005 utilizando pruebas de citologia y PVH, se utilizé colposcopia en
mujeres con resultados anormal y la inmunohistoquimica a todas las biopsias con
NIC1 o mas, las mujeres NIC1 fueron seguidas sin tratamiento y la prevalencia del
pl6 fue 2.7, 42.7, 75.5, 79.6 y 100% para las pacientes con biopsia negativa,
NIC1, NIC2, NIC3 y céancer respectivamente. La positividad del PVH estaba
asociada fuertemente al p16 y se asocio la positividad del p16 en biopsias NIC1

con un mayor riesgo de desarrollar lesion mayor en 2 afios de seguimiento.?®

En un metanalisis realizado en el afio 2014 sobre inmunohistoquimica pl6 y la
concordancia de las biopsias de cérvix entre diferentes observadores, sobre la

base que la evaluacion morfolégica es subjetiva y hay una baja concordancia, la
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inmunohistoquimica con p16 puede mejorar la interpretacion de las biopsias. Se
realizé6 una evaluacién sistematica de bibliografia acerca de la concordancia de
los patologos utilizando el p16 en biopsias con diagnoéstico de NIC 1 y NIC2. Se
encontraron 5 articulos en los cuales habia concordancia en la interpretacion de
resultados con pl6 positivo 0 negativo y significativamente mayor para NIC 2,
también hubo una mejor concordancia en NIC3 con el uso de p16 pero no hubo
una significacion estadistica importante. Como conclusion se evidencio una mejor

concordancia en mas lesiones NIC 2 usando p16.2%

En un estudio realizado en el afio 2015 sobre si la expresién del pl16 y Ki67
mejorarian la precision del diagndstico en lesiones cervicales pero no la infeccion
persistente por PVH de alto riesgo en NIC1, se traz6 como objetivo determinar la
asociacion entre la expresiéon de pl6 y Ki67 y las lesiones cervicales, para
determinar qué papel podrian desempefiar el pl6 y Ki67 como marcadores
prondsticos en pacientes con infeccion persistente por PVH de alto riesgo. En un
total de 1154 casos de biopsias cervicales 331 negativos, 462 con NIC1, 176 con
NIC2, 163 con NIC3 y 22 con carcinoma epidermoide, ademas 283 mujeres con
NIC1 fueron captadas en 1 afio de seguimiento, se utilizé la técnica de PCR para
detectar PVH de alto riesgo en intervalo de 6 meses durante 1 afio, 40 mujeres
tuvieron infeccién persistente por PVH de alto riesgo, 182 tuvieron infeccion
transitoria y 61 no tuvieron PVH de alto riesgo. La expresién de pl6 y Ki67 se
evalué por inmunohistoquimica en 4 categorias negativo, 1+, 2+, 3+. No se
encontré un aumento significativo en la expresion de pl16 y Ki67 en pacientes con
biopsia negativa, la expresion de Ki67 pero no de p1l6 aumentd significativamente
de NIC2 y NIC3. La positividad de pl6 no se correlaciono con la infeccion
persistente por PVH de alto riesgo. Se concluyé que el p16 y Ki67 pueden mejorar
la precision del diagnéstico en lesiones de cuello uterino pero no pueden predecir

la infeccidon persistente por PVH de alto riesgo en NIC1.?7

Se piensa que la gran mayoria del carcinoma epidermoide en el cérvix se
encuentran asociados a la lesion por VPH de alto riesgo, sin embargo una parte
del grupo de lesiones de alto grado son PVH negativo. El hecho de que la
positividad del PVH pueda influir en el diagnéstico del patologo de las lesiones

cervicales el p16 se ha aplicado ampliamente para facilitar un diagnostico preciso
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sobre todo en lesiones de alto grado (NIC 2, NIC 3). Para evaluar si la tincién con
pl6 es util en el diagndstico de lesiones de alto grado en mujeres PVH negativo
se estudio un grupo de 46 mujeres con diagnosticos patologicos de NIC 2 y NIC 3
todas con PVH negativo al menos una prueba dentro de los 6 meses de la biopsia
inicial. Los conoleep durante los 6 meses de la biopsia inicial fueron revisados y
documentados. La tincién de inmunohistoquimica para p16 se realizé en todas las
biopsias iniciales. Algunas piezas operatorias de cono leep sin evidencia de
lesiones de alto grado con hematoxilina-eosina y con tincion para pl6é se
diagnosticé negativa, focallirregular o difusa. Las edades de las 46 mujeres
fluctuaban entre los 17 y 58 afios con una media de 35 afios, 44 tenian citologia
normal, 42 tenian conoleep dentro de los primeros 6 meses de la biopsia en cuyas
piezas operatorias se demostré que en 32 casos (76.2%) tenian lesion de alto
grado, 22 casos con NIC 2 y 10 casos con NIC 3, 6 casos con NIC 1 y 4 casos
biopsia negativa, la inmunohistoquimica de pl6 en pacientes con lesién de alto
grado mostro el 66.7% patron de tincion difusa el 16.7% tenian patron
focall/irregular y el 16.7% eran p16 negativo. En el seguimiento del conoleep los
28 casos con patron de tincion difusa tuvieron lesion de alto grado, los 7 casos
con tincibn negativa no tenian displasia de alto grado. El patron de
inmunohistoquimica con tinciébn difusa del pl6 correlaciona con 100% con
lesiones NIC 2 y NIC 3 en las biopsias iniciales y en los conos por lo tanto el valor
predictivo y negativo de la inmunoreactividad del p16 para predecir NIC 2 y NIC 3
es casi 100% por lo que una mujer con PVH negativo y p16 negativo es muy dificil
gue pueda tener una lesion de alto grado y hay que tener mucho cuidado con

procedimientos Leep innecesarios.?®

Un estudio realizado en China sobre la historia natural del NIC 1 y la importancia
clinica de la proteina p16 como un marcador de la progresion de este, estudio los
factores biol6gicos asociados a la progresion del NIC 1 y analiz6 el valor
predictivo de la proteina pl6 como marcador de progresion. Entre Agosto del
2010 a Julio del 2013 se captaron 104 pacientes con PVH positivos con
resultados de citologia normal, LBG y LAG, con la finalidad de analizar los
factores relacionados con la progresiéon del NIC 1 incluyendo edad de la paciente,
resultado del PAP, tipificacion de PVH, Proteina de la capsida del PVH L1 y

pl6.Estos cinco factores de analizaron con regresion logistica binaria y se obtuvo
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que en el primer afio de seguimiento de los 104 casos: 15 casos negativos, 78
ASCUS, 11 LBG. De 52 casos con PAP negativo y con PVH de alto riesgo
negativos, 30 fueron negativos, 10 fueron NIC 1, 5 fueron NIC 2 y 7 fueron NIC 3.
De los 104 casos, luego de 1 afio 82 retrocedieron, 10 persistieron y 12
progresaron de los 5 progresaron a NIC 2 y 7 progresaron a NIC 3, ninguno
progreso a Cancer. Se realizé inmunohistoquimica con tincién para pl6 y el
analisis univariado demostré que la edad de la paciente, el PVH, la proteina L1 y
el PAP antes da la colposcopia no se asociaron a riesgo de progresion, mientras
que el analisis multivariado demostré que el p16 se asocia con un riesgo mayor
de progresién del NIC 1. Se concluy6 que la inmunotincion con pl16 es un factor

de riesgo de progresion del NIC 1.2°

En un meta analisis realizado por un grupo expertos de Alemania, Italia, Francia,
Bélgica y USA sobre el impacto de la utilizacion de la inmunohistoquimica del p16
en citologia y biopsias, partiendo sobre la premisa de que la deteccion de lesiones
neoplasicas del cuello uterino viene siendo obstaculizada por la baja sensibilidad
de la citologia y la baja especificidad de la prueba del PVH, estas deficiencias
pueden conducir a tratamiento y referencias innecesarias. La identificacion del
pl6 como un marcador de la transformacion neoplasica de células del epitelio
cervical por PVH permite su estudio en muestras de citologia biopsias, lo cual
mejora mucho la precisién diagnoéstica. La citologia con p16 tiene mucho mayor
sensibilidad para detectar NIC que la citologia convencional y comparado con las
pruebas de PVH, la tincion con inmunohistoquimica del pl6 tiene una
especificidad mejor con muy buena sensibilidad, con esta evidencia clinica se
concluye que el biomarcador pl16 puede ser util en el trabajo diagndstico rutinario

de las lesiones asociadas al PVH.30

En un articulo publicado en Julio del 2015 sobre la gradacién de la patologia de
cuello uterino inducida por el PVH utilizando como marcadores la proteina E4 en
combinacion con pl6 o MCM. El PVH produce lesiones cervicales variadas que
van desde infecciones agudas temporales hasta las lesiones de alto grado, la
clasificacion de estas lesiones requiere el examen histopatoldgico y posiblemente
el uso de biomarcadores. El p16 y MCM se perfilan como biomarcadores que

expresan la actividad E6/E7 y pueden expresarse en lesiones de alto grado. En
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este estudio se combina estos 2 biomarcadores con la deteccion de la proteina E4
de PVH con el fin de identificar ambos tipos de lesion. Gracias a esta Optica se
pueden distinguir lesiones de la categoria NIC 2 en dos grupos, uno que se
comporta como NIC 1 y otro que se comporta como NIC 3. Para esto se
evaluaron 530 biopsias mediante el uso de tincion mdltiple que permite
superponer patrones de biomarcadores incluso en combinacién con una imagen
de hematoxilina-eosina. La clasificacion convencional del NIC fue establecida por
el panel de revision y se comparé directamente con la patologia molecular en la
misma muestra de tejido. La deteccion de la proteina E4 coincidié con el inicio de
la evaporizacion y presencia de coilocitos en la tincion de hematoxilina-eosina.
Estos resultados sugieren que utilizar pares de biomarcadores moleculares
complementarios tales como MCM/E4 o aun mas prometedor pl6/E4 pueden

ayudar a la mejor estratificacion de la neoplasia intraepitelial cervical.3!

En un trabajo de investigacion realizado en USA acerca de las transiciones
moleculares de la infeccion por papiloma al NIC y al cancer. Se estudiaron 128
muestras cervicales congeladas desde normales pasando por NIC 1, NIC 2, NIC 3
y cancer desde multiples perspectivas revelando una cascada de cambios
progresivos. En comparacién con el tejido sano la expresion de muchos genes de
replicacion/reparacion y proliferacion celular se incrementé en lesiones NIC
1/lesiones NIC 2 y mas evidente en lesiones NIC 3 en concordancia con la
inactivacion de genes supresores tumorales producida por el PVH. La transicién
de NIC 3 a cancer mostro cambios metabdlicos y una correlacién inversa mas
fuerte que con cualquier gen fue un aumento de la expresién de pl6 en cancer
ligados al PVH. Los resultados también indican que los receptores estrégenos son
muy diferentes de los de cancer de mama y actuan indirectamente a travées de los

fibroblastos del estroma de los tumores.32

En un estudio realizado en Australia sobre la evaluacion de la inmunotincién con
pl6 para la deteccion de cambios de alto grado de la citologia cervical. Desde la
introduccion de la vacuna del PVH en Australia en el 2007 ha disminuido
significativamente la prevalencia de las enfermedades asociadas al papiloma
como verrugas genitales y lesiones de alto grado, para mejorar la capacidad de

identificar células anormales menos prevalente se pueden adjuntar marcadores
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para mejorar la sensibilidad y especificidad de la citologia, uno de estos
marcadores es el pl6 detectable en células que expresan el oncogén E7
codificado por el PVH de alto riesgo, en este estudio se evalué una cojorte de 454
mujeres sometidas a tratamiento quirdrgico por displasia cervical, se detectaron
321 (71%) positivas a p16. Comparando la tincion de pl6 en preparaciones de
citologia con el diagnostico histolégico de 212 pacientes mostro 26(54%),
41(78%) y 80(90%), fueron positivas a p16 en las mujeres con NIC 1, NIC 2 y NIC
3, los virus PVH 16 y 18 fueron los mas frecuentes en las lesiones de alto grado y
correlacionan altamente con la tincion p16. Por lo que se concluye que la tincion
con pl6 proporciona una ayuda adicional para detectar lesiones de alto grado en

los frotis de citologia en lugares donde hay una baja prevalencia de enfermedad.33

En un metanalisis de la supervivencia de pacientes con carcinoma escamoso de
cabeza y cuello en funcién en el tipo de PVH y el estado del pl16 realizado en
Europa y publicado en Julio del 2015, los datos indican un mejor prondéstico para
el carcinoma asociado al papiloma virus y el papiloma virus y el p16 se aceptan
como predictores de supervivencia, se evaluaron 18 de 397 articulos la proporcion
porcentual de los grupos fue 25% para PVH+/p16, 61.2% para PVH/pl6-, 7.1%
para VPH/pl6+ y 6.8% para PVH+/pl6-. Se requieren mas ensayos clinicos para
determinar las posibles diferencias en la supervivencia de los pacientes en
funcion de estos biomarcadores sin embargo la prueba de PVH puede ser

recomendable en estos casos.34

En un estudio realizado en Brasil sobre la determinaciéon de p16/Ki67 y la prueba
de PVH en la deteccién del NIC 2/NIC 3 con diagnostico en mujeres con lesiéon de
bajo grado o ASCUS. El objetivo fue comparar la validez de la doble tincion
pl6/Ki67 y la prueba para PVH de alto riesgo para identificar lesiones NIC 2 y NIC
3 en mujeres con citologia de ASCUS y LBG, se tomaron datos de 201 mujeres
sometidas a despistaje por citologia que tenian resultado ASCUS(96) o LBG(105)
todas fueron sometidas a colposcopia con o sin biopsia para el diagnoéstico de NIC
2 y NIC 3, se realizo el test de cobas y la inmunohistoquimica, se obtuvieron 8
casos de NIC 2/NIC 3 de las pacientes con ASCUS y 23 casos de NIC 2/NIC 3 de
las pacientes con LBG. En el grupo de ASCUS la sensibilidad y especificidad de
la prueba de PVH para detectar NIC 2/NIC 3 fueron 87.5y 79.5% y para la

17



inmunohistoquimica fueron 69.6 y 75.3%. Se observé un mejor rendimiento de la
iInmunohistoquimica especialmente entre las mujeres menores de 30 afios. La
prueba de inmunohistoquimica y el test de cobas tuvieron un desempefio similar
en las mujeres con ASCUS. Entre las mujeres mayores de 30 afios con

diagnéstico de LBG ambos métodos tuvieron un desempefio similar.3°

Se evalla en 477 mujeres la doble tincidon con p16INK4a y Ki67 en una poblacién
en Kenia en el 2015 donde realiza la comparacion con el virus del papiloma
humano de alto riesgo en las pruebas de ADN y la inspeccion visual con &cido
acético y yodo de Lugol. Los resultados se obtuvieron en el 100% de los casos
siendo positivo en el 20,9% para el Virus del Papiloma Humano ADN, 3,1% para
acido acético y yodo Lugol, y 8,2% para p1l6INK4a y Ki67. La conclusién principal
que muestra el estudio es que es una prueba util en paises en via de desarrollo
ya que apunta a una menor fraccion de resultados falsos positivos en

comparacion con la citologia comun para el virus del papiloma humano .36

La produccion continta de proteinas como E2 y E7 en la infeccion por el Virus del
Papiloma Humano, establece un rol importante en la identificacién de las primeras
etapas de progresion a malignidad. Se realiza un estudio en el que se compara la
identificacion de las proteinas E2, E7 y P16 en las diferentes etapas: lesion
intraepitelial de bajo grado, lesion intraepitelial de alto grado, carcinoma
escamoso, adenocarcinoma in situ y adenocarcinoma invasivo. Durante el estudio
inmunohistoquimico, se identificé tanto la proteina E2 como E7 para los diferentes
estadios, determindndose su expresibn como proteinas oncogénicas virales
complementarias al uso de la expresiéon del P16. Se concluye que la proteina E2
podria ser un marcador de lesion intraepitelial de bajo grado, mientras que la
proteina E7 podria ser un marcador no solo para las lesiones intraepiteliales de

bajo grado sino también para las lesiones intraepiteliales de alto grado.®’

Las células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US) vy las
lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado (LSIL) del PAP son tratadas de
forma conservadora y alrededor del 18,8% progresion a lesiones de alto grado. Se
estudiaron 381 casos consecutivos de ASC-US y LSIL de los cuales 294 tuvieron

correcto seguimiento citologico. De estos, 165 casos fueron utilizados para
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analizar los factores predictivos de progresion a lesion intraepitelial de alto grado y
129 casos fueron sometidos a andlisis de correlacion entre citologia e histologia.
De los 165 casos, el 79,4% retrocedieron, 13,9% eran persistentes y 6,7%
progresaron a lesion intraepitelial de alto grado. La presencia del virus del
papiloma humano estuvo en las mujeres que presentaron progresion de la
enfermedad (p<0,05). El promotor de metilacién de P16 fue mas frecuente en los
casos que progresaron y no se presentd en los casos de regresion. En relacion a
la biopsia para correlacionar la citologia e histologia, el 17,8% de los casos
encontro neoplasia intraepitelial grado 2 o superior a esta. Demostrando asi en los
dos grupos de pacientes la utilidad del promotor de metilacion P16 como
marcador de la progresion de la enfermedad ASC-US y LSIL a lesion intraepitelial

de alto grado.3®

La utilidad de la proteina P16 como marcador biologico para la displasia cervical y
carcinoma esta bien establecida. Sin embargo, su utilidad también se observa en
neoplasias escamosas que surgen en otras ubicaciones anatémicas, incluyendo
cabeza, cuello y tracto oro faringeo, ademas de lesiones escamosas en superficie
ocular y regiones peri orbitales. Se estudio retrospectivamente 13 lesiones de la
superficie ocular y 16 lesiones escamosas orbitales, todas por biopsia en la
Universidad de San Diego, se encontré una inesperada gran prevalencia de
inmunoreactividad fuerte a la proteina P16, sin observar correlacién
estadisticamente significativa con la edad sexo y etnia del paciente. Por lo cual se
concluyd que hay una fuerte asociacion entre la expresion del pl6 y la infeccion

por PVH en la superficie ocular y peri orbital.3°

Se realizo un estudio en China acerca de la relacion entre la expresion del P16 y
la resistencia al CIS platino en las células de cancer de cérvix. El CIS platino es
un agente quimioterapico de primera linea para el tratamiento de cancer de cérvix,
con una buena respuesta al inicio la mayoria de pacientes desarrollan una
resistencia posteriormente, los mecanismos subyacentes a este proceso no estan
claros. En el presente estudio la expresion del P16, se analizo por PCR y analisis
de trasferencia Western en las células con y sin resistencia al CIS platino y la
interaccion entre el p16 y cdk4 a través dcoinmunoprecipitacion. En éste estudio

se evidencia una fuerte expresion del p16 en el cancer de cérvix, y las células con
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resistencia al CIS platino se asociaron a la inactivacion de la proteina del
retinoblastoma. Los resultados de este estudio indicaron que requieren la
presencia del pl6é para que las células del carcinoma cervical desarrollen

resistencia al CIS platino 4°

En un estudio publicado en setiembre del 2015 sobre la identificacion de la
infeccion por PVH en tejido de cancer, se observo que los virus ADN oncogénicos
implicados en el carcinoma epidermoide de varios sitios anatémicos y de los
adenocarcinomas cervicales, podrian identificarse en algunos carcinomas y eso
ayudaria a la clasificacién de tumor, prondstico y tratamiento. Se capturaron con
sodas Cepas de PVH 16 Y 18 en un total de 21 carcinomas de cabeza y cuellos
genitourinarios y ginecoldgicos. Se utilizé el resultado del p16 como el estandar
de oro, y el rendimiento maximo del ensayo fue 92 % de sensibilidad y 100% de
especificidad del PVH.#!

En Hungria se realizé un estudio acerca del uso del Claudin-1 como biomarcador
de la citologia e histologia cervical. Varias pruebas de inmunohistoquimica se
utilizan para el triaje del PVH en casos de citologia positiva como un complemento
para el diagnoéstico de cancer de patologia cervical. La proteina Claudin-1
muestra una expresion alterada en el cancer cervical se realiza una comparacion
de esta con la citologia del PVH en una poblacion de 352 mujeres que fueron
referidas para colposcopia y 150 mujeres, que asistieron a chequeo de rutina. La
citologia y prueba de PVH se realizaron junto con la prueba de Claudin-1 y se
utilizé como referencia la tincion de inmunohistoquimica de p16. Se utilizaron tres
protocolos diferentes y se observo una alta correlacion entre pl16 y Claudin-1 el
cual puede competir con este como biomarcador en Cancer de cuello uterino. En
conclusion, el Claudin-1 tiene potencial diagnostico igual que el P16 en citologia e

histologia.*?

Se realiz6 un estudio en el instituto de Cancer de USA sobre la tincion del p16 /
Ki67 en citologia para el estudio de lesiones pre cancerosas del cérvix en mujeres
PVH positivas. EIl PVH usado como marcador para triaje de quien debe ser
referido para una colposcopia, el PVH abarcaria una gran poblacién por lo que se

propone el doble manchado con pl16 / Ki67 como un biomarcador para el cribaje
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de esta poblacion. En 1509 mujeres PVH positivas, se realiz6 un estudio
observacional prospectivo desde el 2012, usando el doble manchado p16 / Ki67
en la citologia, como evaluando el rendimiento clinico de la prueba entre todas las
mujeres PVH positivas y en mujeres PVH positivas y en mujeres PVH positivas
con citologia negativa. Se evalud la sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y negativo en comparacion con la citologia. La doble tincion tuvo
positividad inferior (45,9%) comparado con la citologia ASC-US (53,4%). Para la
deteccién de NIC 2 la doble tincién tenia similar sensibilidad y estadisticamente
mayor especificidad en comparacién con el PAP. En conclusion, la citologia de
doble manchado mostro una buena estratificacion de riesgo para las mujeres PVH

positivas aun con las que tenian citologia normal.*?

|.2 Bases tedricas

Los canceres infiltrantes de cuello uterino vienen precedidos usualmente por una
larga etapa de enfermedades pre invasoras. Esto se caracteriza
microscépicamente por un grupo de manifestaciones que van desde la atipia
celular a diversos grados de displasia 0 neoplasia intraepitelial cervical (NIC o
CIN, segun sus siglas en inglés) antes de progresar a carcinoma infiltrante. Un
adecuado conocimiento de la etiologia, la fisiopatologia y la evolucién natural de
las lesiones pre invasoras proporciona una buena base para la inspeccion visual y
el diagnostico colposcopico, y para entender los principios del tratamiento de
estas lesiones. En este capitulo se describe la evolucién de los sistemas de
clasificacion de las lesiones precursoras del carcinoma de células escamosas del
cuello uterino, las bases citologicas e histologicas de su diagnéstico y su

evolucion natural en cuanto a las tasas de regresion, persistencia y progresion.

También se describen las lesiones precancerosas del epitelio endocervical,
comunmente llamadas lesiones glandulares. ElI concepto de precursores del
cancer cervicouterino se remonta a fines del siglo XIX, cuando se reconocieron
areas de cambios epiteliales atipicos no invasores en muestras de tejidos
colindantes con canceres invasores (William, 1888). El término carcinoma in situ
(CIS) se introdujo en 1932 para denominar las lesiones en las cuales las células

Carcinomatosas indiferenciadas abarcaban todo el espesor del epitelio, sin
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atravesar la membrana basal.

Posteriormente se comunico6 la asociacion entre CiS y cancer invasor del cérvix
uterino. El término displasia se introdujo a fines de los afios cincuenta para
denominar la atipia epitelial cervical intermedia entre el epitelio normal y el CIS. La
displasia se clasifico en tres grupos — leves, moderados y severos — segun el
grado de afectacion de la capa epitelial por las células atipicas. Posteriormente,
por muchos afos, las lesiones precancerosas cervicales se notificaron usando las
categorias de displasia y CiS, en la actualidad ampliamente empleadas en

muchos paises en desarrollo.

Clasificar en dos categorias distintas la displasia y el carcinoma in situ (CiS) fue
progresivamente considerandose como arbitrario, sobre la base de los resultados
de algunos estudios prospectivo de seguimiento de las mujeres con esas
lesiones. Se vio que algunos casos de displasia tuvieron regresion, algunos
persistian y otros progresaban a CiS. Se observé una relacion directa entre
progresion y grado histologico. Estas observaciones llevaron al concepto de un
solo proceso patolégico continuo en el que el epitelio normal evoluciona a
lesiones epiteliales precursoras y luego a cancer infiltrante. Sobre la base de
estas observaciones, en 1968 se introdujo la denominacion de neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) para estratificar las multiples posibilidades de atipia
celular confinada al epitelio. La NIC se dividié en los grados 1, 2y 3. NIC 1 era
similar a la displasia leve, NIC 2 a la displasia moderada y NIC 3 a la displasia

severay al CiS.

En los afios ochenta fueron identificAndose cada vez mas alteraciones
anatomopatologicos en el epitelio cervical como la atipia coilocitica o
condilomatosa asociada a la infeccion por virus del papiloma humano (PVH). Los
coilocitos son células atipicas con una zona de cavitacion o halo peri nuclear en el
citoplasma, que denota cambios citopaticos causados por la infeccion del PVH.
Esto llevo a la implementacion de un sistema de clasificacion histolégico
simplificado en dos grados. En 1990 se propuso una terminologia histopatolégica

basada en dos grados de la enfermedad: lesion de bajo grado, que comprendia
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las anomalias compatibles con atipia coilocitica y las lesiones NIC 1, y lesion de
alto grado que comprendia NIC 2 y NIC 3. Se considerd que las lesiones de alto

grado eran las reales precursoras del cancer invasor.

En 1988, el Instituto Nacional del Cancer de los EE.UU, convocdé un seminario
para proponer una nueva modalidad de presentacion de los resultados de la
citologia cervical (informe del seminario del Instituto Nacional del Cancer, 1989;
Solomon, 1989; Kurman et al., 1991). Las recomendaciones realizadas entonces
y su revisién en un segundo seminario llevado a cabo en 1991 fueron llamadas
Sistema Bethesda (TBS) (informe del taller del Instituto Nacional del Cancer,
1992).

La caracteristica principal del TBS fue la creacién del término “lesion escamosa
intraepitelial”, con dos grados: lesiones de bajo grado (LBG) y lesiones de alto
grado (LAG). La clasificacion TBS categoriza los cambios condilomatosos planos
(infeccién por PVH) y la NIC de bajo grado (NIC 1) en LBG, mientras que la LAG
abarca los NIC mas avanzados, NIC 2 y NIC 3. Se emple6 el término lesion para
recalcar que los cambios morfolégicos en los que se basa un diagnéstico

patolégico no necesariamente significan proceso neoplasico.

El TBS fue disefiado para realizar los informes de citologia, pero sirve también
para reportar resultados histopatologicos. Se utiliza sobre todo en América del
Norte. En el cuadro 2.1 se presenta la correlacion entre la terminologia de
displasia o carcinoma in situ, los diversos grados de NIC y el Sistema Bethesda.
En este manual, al comentar los diversos grados de lesibn escamosa

precancerosa cervicouterino, emplearemos la terminologia NIC.

El TBS fue revisado y reevaluado en un seminario realizado en el 2001
convocado por el Instituto Nacional del Céancer, de los Estados Unidos,
copatrocinado por 44 sociedades profesionales de mas de 20 paises (Solomon et

al., 2002).

Caracteristicas clinicas de la NIC
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No se han identificado sintomas particulares ni caracteristicas clinicas que
indiquen la presencia de NIC. Sin embargo, muchas de estas lesiones pueden
tornarse blancas tras aplicar una solucion de acido acético al 3-5% y ser yodo
negativas después de aplicar Lugol, pues el epitelio de la NIC contiene escaso 0

ningun glucégeno.

Diagnostico y clasificacion de la NIC por la citologia

La NIC puede detectarse por examen microscopico de las células cervicales en
un frotis tefiido por la técnica de Papanicolaou. En estas preparaciones
citolégicas, se evalGan los cambios de cada una de las células para el diagndstico
y la clasificacion de NIC. En cambio, el examen histopatologico de los tejidos
permite evaluar otras caracteristicas. Evaluar citolégicamente la NIC basandose
en los cambios nucleares y citoplasmaticos es generalmente muy dificil. La
hipertrofia de los nucleos y los cambios en tamafio y forma son caracteristicas
constantes de todas las células displasicas. La mayor intensidad tintérea
(hipercromia) es otra caracteristica destacada. Las células displasicas siempre

presentan distribucién irregular de la cromatina, como en grumos.

Los ndcleos anormales en las células superficiales o intermedias indican una NIC
de bajo grado (las figuras mitéticas y los nucléolos visibles son poco comunes en
estos frotis), mientras que la anomalia de los nucleos de células para basales y
basales indica NIC de alto grado. El tamafio del nucleo respecto de la cantidad
relativa de citoplasma (relacién nucleo/citoplasma) es una de las caracteristicas
mas importantes para evaluar el grado de NIC. Las mayores relaciones se
asocian con grados mayores de NIC. En general, en un frotis cervical se observan
células con diferentes grados de alteracion, lo que implica bastantes dificultades y
una buena carga de subjetividad al presentar los resultados. La experiencia del

citdlogo es sumamente importante en el informe final.

Diagnostico y clasificacion de la NIC por la histopatologia

Puede sospecharse NIC por examen citoldgico con la técnica de Papanicolaou o

mediante examen colposcoépico. El diagnodstico final de NIC se establece por
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examen histopatologico de una biopsia de cuello uterino con sacabocados o una
muestra de escision. Se evalla si una muestra tisular cervical presenta NIC y en
qué grado, en funcidbn de las caracteristicas histolégicas de diferenciacion,
maduracion y estratificacion de las células y de las anormalidades de los nucleos.
Para clasificar la NIC se observa la proporcion del espesor epitelial que presenta
células maduras y diferenciadas. Los grados mas avanzados de NIC suelen tener
una mayor proporcion del espesor epitelial con células indiferenciadas y solo una
delgada capa superficial de células maduras, diferenciadas. Al realizar el
diagnostico se evaluan anomalias nucleares como la dilatacion, la mayor relacion
ndcleo/citoplasma, la hipercromia, el polimorfismo y la variacién del tamafio
nuclear (anisocariosis). A menudo existe una importante correlacién entre la
proporcion del epitelio que presenta maduracion y el grado de anomalia nuclear.
Las figuras mitéticas de las células en divisibn son poco comunes en el epitelio
normal y, cuando existen, se observan solo en la capa para basal. Conforme
aumenta la gravedad de la NIC se incrementa el numero de figuras mitoticas, que
pueden notarse en las capas epiteliales superficiales. Cuan menos diferenciado
es un epitelio, mas superficial es el nivel en cual pueden verse figuras mitéticas.
Las configuraciones anormales de las figuras mitéticas también se tienen en
cuenta al establecer el diagndstico final. En la NIC 1 existe buena maduracion,
con minimas anomalias nucleares y pocas figuras mitéticas. Las células
indiferenciadas se encuentran en las capas mas profundas del epitelio (tercio
inferior). Se observan figuras mitéticas, pero no muchas. Pueden verse cambios
citopaticos debidos a la infeccion por el PVH en todo el espesor del epitelio. La
NIC 2 se caracteriza por cambios celulares displasicas restringidos sobre todo a la
mitad o los dos tercios inferiores del epitelio, con alteraciones nucleares mas

acentuadas que en la NIC 1.

En la NIC 3, la diferenciacién y la estratificacion pueden faltar por completo o
existir solo en el cuarto superficial del epitelio, con abundantes figuras mitéticas.
Las anomalias nucleares aparecen en todo el espesor del epitelio. Muchas figuras
mitdticas tienen formas anormales. Una estrecha relacion entre citologo,
histopatdlogo y colposcopista mejora la precision de los resultados en las tres
disciplinas. En particular, ayuda a diferenciar los grados mas leves de NIC de

otras afecciones con las que pueden confundirse.
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Etiopatogenia de la neoplasia cervical

Algunos estudios epidemiologicos han identificado algunos factores de riesgo que
contribuyen a la aparicion de precursores del cancer de cuello uterino y del propio
cancer. Entre estos factores figuran la infeccion con ciertos tipos oncogénicos de
papiloma virus humanos (PVH), inicio de las relaciones sexuales a una edad
temprana, los multiples comparieros sexuales, la multiparidad, el uso prolongado
de anticonceptivos orales, el hébito de fumar, la pobreza, la infeccion por
Chlamydia trachomatis, la falta de micronutrientes y un régimen alimenticio con

pocas frutas y verduras.

Los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68 de PVH estan
fuertemente asociados con NIC y con céncer invasor. Se considera que la
infeccion persistente con uno o mas de dicho tipos oncogénicos causa
irremediablemente neoplasia cervical (CIIC, 1995). El andlisis de los resultados
combinados de un estudio de casos y controles multicéntrico realizado por el
Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (CIIC, 1995) arroj6
riesgos relativos (RR) que iban de 17 en Colombia a 156 en Filipinas, con un RR
combinado de 60 (intervalo de confianza del 95%: 49-73) de cancer
cervicouterino. La asociacion fue similar para el carcinoma escamo celular (RR:
62) y para el adenocarcinoma del cuello uterino (RR: 51). Se detect6 ADN del
PVH en 99,7% de 1.000 muestras evaluables de biopsia de cancer cervicouterino
obtenidas en 22 paises. El 16 y el 18 son los principales genotipos viricos de PVH

encontrados en los canceres cervicouterino de todo el mundo.

Varios estudios de cohorte (de seguimiento) comunican una fuerte asociacion
entre la infeccion persistente por PVH oncdgenos y el riesgo elevado de NIC
(Koutsky et al., 1992; Ho et al., 1995; Ho et al., 1998; Moscicki et al., 1998; Liaw et
al., 1999; Wallin et al.,, 1999; Moscicki et al., 2001; Woodman et al., 2001,
Schlecht et al., 2002). La infeccién por PVH se transmite por via sexual, por lo que
los factores de riesgo estan fuertemente relacionados con el comportamiento
sexual (por ejemplo, nimero de compafieros sexuales o relaciones sexuales a

una edad temprana). En la mayoria de las mujeres, las infecciones por PVH son
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pasajeras. La evolucion natural de la infeccién por PVH se ha estudiado mucho.
La prevalencia de la infeccion por PVH varia entre las diferentes regiones del
mundo, suele alcanzar un maximo de 20 a 30% de las mujeres de entre 20y 24

afos de edad, y disminuye luego a 3-10% de las mayores de 30.

Cerca del 80% de las mujeres jévenes que contraen PVH presentan infecciones
pasajeras que se resuelven en el espacio de 12 a 18 meses. Se cree que la
infeccion por PVH empieza en las células basales o para basales del epitelio
metaplasico. Si la infeccion persiste, puede ocurrir que el genoma virico se
incorpore al de la célula anfitriona. La diferenciacion normal y la evolucion de
epitelio escamoso metaplasico inmaduro a maduro puede interrumpirse como
resultado de la expresion de oncoproteinas E6/E7 y de la pérdida del control del
crecimiento normal. Esto puede conducir posteriormente a la aparicion de epitelio
displasico anormal. Si el proceso neoplasico no se interrumpe, las lesiones
tempranas de bajo grado pueden llegar a abarcar todo el espesor del epitelio.
Después, la enfermedad puede atravesar la membrana basal y convertirse en
cancer invasor, extendiéndose a los tejidos y 6rganos circundantes. La invasion
puede luego alcanzar la sangre y los conductos linfaticos, con lo cual la

enfermedad puede diseminarse a los ganglios linfaticos y a 6rganos distantes.

Evolucién natural de los precursores del cancer cervicouterino

A pesar de la exposicion frecuente de las mujeres a los PVH, la aparicion de
neoplasia cervical es poco comun. La mayoria de las anomalias cervicales
causadas por la infeccion por PVH tienen poca probabilidad de progresar a NIC o
a cancer cervicouterino de alto grado, pues la mayoria retroceden por si mismas.
El largo plazo que transcurre entre la infeccion inicial y la enfermedad evidente
indica que pueden ser necesarios varios cofactores (diferencias genéticas, efectos
hormonales, carencias de micronutrientes, tabaquismo o inflamacion crénica) para
que avance la enfermedad. La regresion espontanea de la NIC también parece

indicar que muchas mujeres pueden no estar expuestas a dichos cofactores.

Varios estudios han abordado la evolucién natural de la NIC, haciendo hincapié

en la regresion, la persistencia y la progresion de la enfermedad. Han revelado
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que la mayoria de las lesiones de bajo grado son transitorias; que en la mayoria
de los casos vuelven a la normalidad en plazos relativamente cortos o no
progresan a formas mas graves. En cambio, es mucho mas probable que la NIC
de alto grado se convierta en cancer invasor, aunque también algunas de estas
lesiones persisten como tales o retroceden. El intervalo medio para que los
precursores progresen a cancer invasor va de 10 a 20 afios. Algunos estudios han
intentado resumir las tasas de regresion, persistencia y progresion de la NIC.
Aunque estos estudios tengan muchas limitaciones, proporcionan ciertas pistas
sobre el comportamiento biolégico de tales lesiones. En el cuadro 2.3 se presenta
el andlisis de los resultados combinados de los estudios publicados de 1950 a
1993 (Ostor et al., 1993). En otro resumen, la probabilidad acumulada para todos
los grados de NIC estudiados tanto por citologia como por histologia es de 45%
de regresion, 31% de persistencia y 23% de progresion (Mitchell et al., 1994). Las
tasas de progresién a cancer invasor en estudios de seguimiento por biopsia de
pacientes con carcinoma in situ se situaban entre 29% y 36% (Mcindoe et al.,
1984). Un metanalisis de 27.000 mujeres dio las tasas ponderadas de progresion
a LAG y a céncer invasor a los 24 meses, segun la anomalia citol6gica de
referencia, que se presentan en el cuadro 2.4 (Melinkow et al., 1998). Holowaty et
al. (1999) calcularon el RR de progresién y de regresion de displasias moderadas
y avanzadas en un seguimiento de 2 afios, tomando como referencia la displasia
leve. EI RR de CIS fue 8,1 para la displasia moderada y 22,7 para la displasia
grave. El correspondiente RR de cancer invasor fue 4,5 y 20,7 respectivamente.

Adenocarcinoma in situ

La lesion precursora, cuya procedencia del epitelio cilindrico se conoce, se
denomina adenocarcinoma in situ (AIS). En el AIS, el epitelio cilindrico normal es
reemplazado por epitelio anormal que presenta pérdida de la polaridad, células y
nacleos de mayor tamafo, hipercromia nuclear, actividad mitGtica, menor
expresion de la mucina citoplasmatica y estratificacion celular o acumulacion
(figura 2.6). También pueden observarse ramificaciones glandulares anormales y
glandulas arracimadas con proyecciones epiteliales papilares intraluminales sin
islotes de estroma. Puede subdividirse, segun el tipo de células, en endocervical,

endometrioide, intestinal y mixto. La mayoria de los AIS se encuentran en la zona
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de transformacion. El AIS puede asociarse a la NIC de epitelio escamoso entre
uno y dos tercios de los casos. 44

En los dltimos afios la inmunohistoquimica ha adquirido una importancia
determinante en el diagnostico histologico y citologico. Sin embargo, la gran
proliferacion de nuevos marcadores y las crecientes publicaciones, algunas de
ellas con resultados discordantes, hacen que resulte imprescindible una revision
constante de su utilidad y necesidad. Los problemas diagndésticos en el cérvix
uterino se centran en dos aspectos fundamentales: a) la identificacion inequivoca
de las lesiones verdaderamente premalignas (preinvasivas) y su diferenciacion de
sus simuladores, y b) la distincion entre las neoplasias primitivas invasoras y los
tumores metastasicos o las extensiones de neoplasias de otro origen.

A pesar de que la mayoria de las lesiones glandulares y escamosas del cérvix
uterino comparten una patogenia comun la infeccién por el virus del papiloma
humano (PVH), la diferente naturaleza y morfologia de ambos epitelios hace que
los diagnésticos diferenciales planteados, tanto de las lesiones preinvasivas como
de las lesiones invasivas, sean muy diferentes. Por lo tanto, los paneles
inmunohistoquimicos Utiles en ambas situaciones seran distintos y coincidiran en

pocos anticuerpos.

Papel de la inmunohistoquimica en el diagnéstico histolégico de las
lesiones del epitelio escamoso

Las principales limitaciones del diagndstico histoldégico en la evaluacion de las
lesiones intraepiteliales escamosas son: a) la importante variacién inter e intra
observador en su diagndstico, y b) la necesidad de identificacion de las lesiones
de bajo grado que presentan un verdadero potencial de progresion.

Marcadores que pueden mejorar la concordancia diagndéstica en las lesiones

preinvasivas

A pesar de que se considera el estandar de oro en el que se basan las conductas

clinicas actuales, el estudio histologico de las lesiones intraepiteliales de cuello
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uterino presenta una notable variabilidad inter e intra observador. En
practicamente todos ellos la concordancia diagnostica es mayor en los extremos
del espectro (biopsias negativas, NIC3 y carcinoma invasor), mientras que
disminuye en las lesiones intermedias (NIC1 y, especialmente, NIC2). Dado que,
segun los criterios clinicos actuales, el tratamiento esté indicado en las pacientes
con NIC2 o mas (NIC2+), y que este es precisamente el diagndstico que presenta
una mayor variabilidad inter e intra observador, en los ultimos afios se han
propuesto diferentes marcadores para aumentar la concordancia diagnéstica en
estas lesiones. Las condiciones que deberia tener un buen marcador para ser util
en este contexto son: a) poseer una elevada sensibilidad para NIC2+ y/o NIC3; b)

poseer una alta especificidad, y c) ser facil de evaluar y reproducible.

pl6INK4a es una proteina codificada por el gen supresor tumoral CDKN2A,
localizado en el cromosoma 9. Una infeccion por PVH de alto riesgo produce una
sobreexpresion de la proteina, que puede ser detectada mediante técnicas
inmunohistoquimicas. A pesar de su asociacion con las infecciones por PVH y de
su similitud terminologica con el PVH 16, p16INK4a no es una proteina viral. Las
evidencias existentes sobre la utilidad de la sobreexpresion de pl6INK4a para
reducir las discordancias en lesiones preinvasivas e invasivas de cuello uterino
son muy numerosas Yy lo convierten en un elemento objetivo con escasa
variabilidad inter observador. La sobre expresion de pl6INK4a es altamente
especifica de las lesiones displasicas, particularmente de las de alto grado, las
cuales son practicamente siempre positivas, mientras que es negativa en la
inmensa mayoria de las lesiones reactivas. La interpretacién de la tincién de
pl6INK4a debe ser estricta para valorar la presencia o0 ausencia de
sobreexpresion de la proteina. En la actualidad se considera Unicamente como
sobreexpresion de pl6INK4a una positividad basal y supra basal del epitelio
escamoso cervical difusa, citoplasmatica y nuclear, haya o no tinciébn de los
estratos mas superficiales, en un area epitelial, aunque esta pueda ser muy
pequefia. Por el contrario, tanto la negatividad absoluta como la positividad focal
y/o parcheada, irregular o en damero para este marcador, o la tincion exclusiva de
las capas epiteliales superficiales, se consideran como ausencia de
sobreexpresion. Aunque esta ultima forma de positividad es frecuente en lesiones

de bajo grado, puede observarse también en algunos epitelios cervicales
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normales. La inclusion de casos con positividad parcheada o irregular podria
explicar, al menos en parte, la existencia, en algunos trabajos, de positividades
para pl6INK4a cercanas o incluso superiores al 10% en las biopsias negativas.
Asi, varios estudios han mostrado que la adicion de p16INK4a a la tincion rutinaria
de hematoxilina y eosina aumenta notablemente la concordancia inter observador
tanto en el diagnostico de presencia o ausencia de lesiébn como en la gradacion
de las lesiones. La tincién es particularmente atil en el diagndstico diferencial
entre lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado y lesiones no neoplasicas
morfologicamente similares, como las alteraciones celulares asociadas a
inflamacion o atrofia, o la metaplasia escamosa reactiva o inmadura. También ha
mostrado su utilidad en la identificacion de lesiones pequefias, con artefactos o
escasamente representadas en la muestra, en la evaluacion de legrado
endocervical, y en la comprobacién del estado de los margenes de reseccion en
piezas de conizacion, particularmente cuando estos estan con artefactos y son
dificiles de valorar, considerdndose una herramienta de seguridad en el

diagnéstico histoldgico rutinario.

Ki67 es un antigeno que identifica las células en proliferacion. La identificacion de
Ki67 se ha utilizado como apoyo del diagnéstico histolégico convencional en
casos dudosos, estableciéndose una relacion directa entre la presencia o no de
lesion intraepitelial y su grado y la extension de células positivas (positividad
limitada al estrato basal en epitelios normales, células positivas en el tercio inferior
o en la mitad del epitelio en lesiones de bajo grado y positividad difusa en lesiones
de alto grado). Sin embargo, se trata de un marcador poco especifico en la
deteccién de lesiones premalignas, pues su expresion aumenta en cuadros
reactivos epiteliales (inflamacion). En un reciente trabajo, Galgano et al, compara
la sensibilidad de p16INK4a con Ki67 y con el antigeno L1 de PVH, observando
gue pl6INK4a presenta los mejores resultados (99,2% de sensibilidad versus
62,1y 16,5% para Ki67 y L1, respectivamente). En este mismo trabajo se refiere
que la tincion doble con pl6INK4a y Ki67 en histologia no aporta ventajas con
respecto a la tincion exclusiva con p16INK4a.

La proteina 2 del mantenimiento de minicromosomas (MCM2) y la topoisomerasa

Il (TOP II) se encuentran sobre expresadas en los procesos que presentan una
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induccién aberrante de la fase S del ciclo celular, circunstancia existente en
células infectadas por el PVH. Utilizados de forma aislada presentan una
sensibilidad cercana al 80% y una especificidad del 75%. Utilizados de forma
combinada presentan una mejora de sus prestaciones individuales. Esta
combinacion esta comercializada con el nombre de ProExXC. En los trabajos en los
gue se comparan pl6INK4a y ProExC, tanto la sensibilidad como la especificidad
del primero son algo superiores a las del segundo. La utilizacion simultanea de
ambos marcadores no mejora tampoco las prestaciones de los marcadores
utilizados de forma aislada. Cdc6 y Mcm5 son dos antigenos relacionados con la
proliferacion celular equiparables a Ki67 pero que, al igual que Ki67, carecen de
especificidad. El antigeno nm23 tiene una sensibilidad cercana al 80% pero una

especificidad inferior al 40%, por lo que tampoco resulta de utilidad.

Marcadores que aportan informacion evolutiva en casos de NIC1

Si bien se considera que todos los carcinomas de cérvix derivan de lesiones
intraepiteliales, solo una minoria de estas progresard a carcinoma invasor. En
concreto, se estima que aproximadamente el 16% de las lesiones de bajo grado
progresan. Hasta el momento actual no existen elementos definitivamente
aplicables para diferenciar entre los casos que van a progresar y los que no. Por
ello, las guias clinicas actuales contemplan el seguimiento sin tratamiento de
estas pacientes como la conducta mas apropiada. Algunos trabajos recientes han
indicado que pl6INK4a puede proporcionar informacién pronostica en estas
lesiones. Hariri et al y Del Pino et al analizaron el posible valor predictivo de la
determinaciéon de pl6INK4a en lesiones intraepiteliales de bajo grado. En ambos
estudios la ausencia de sobreexpresion de la proteina pl6INK4a identificaba un
grupo de lesiones de bajo grado con minima o nula capacidad de progresion. En
los dos trabajos todas las lesiones de bajo grado que progresaron a NIC2+
mostraron positividad para p16INK4a en la biopsia de NIC1. No obstante, solo un
porcentaje de las lesiones de NIC1 positivas para pl6INK4a progresaron. Estos
resultados, aunque pendientes de confirmacion en series mas amplias, sugieren
gue pl6INK4a podria ser un importante marcador prondstico en el manejo de
lesiones intraepiteliales de bajo grado. #°
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El virus del papiloma humano (PVH) pertenece a una familia que comprende mas
de 100 genotipos diferentes. Se pueden dividir en dos grupos segun actien sobre
la piel o en mucosas (nasofaringea, oral y genital). Los genotipos que infectan las
mucosas se dividen a su vez en «alto riesgo» (los mas representativos de este
grupo serian el PVH-16 y el PVH-18) y «bajo riesgo» segun su potencial
neoplasico.

Muchos estudios han demostrado el poder carcindégeno del PVH; de hecho se ha
encontrado en casi todas las lesiones pre neoplasicas y neoplasicas del cérvix, si
bien el potencial oncogénico de los distintos genotipos varia a pesar de expresar
las mismas oncoproteinas. La infeccibn comienza por las células basales del
epitelio escamoso donde el virus se replica episomalmente (ADN no integrado;
fuera del cromosoma huésped, en el citoplasma) y expresa los genes virales
tempranos (early) E1, E2, E4, E5, E6 y E7. La célula basal infectada, que ya
muestra signos de disrupcion celular por la presencia del virus, continda su
diferenciacion y migracion hacia la superficie epitelial, donde la célula escamosa
comienza a expresar los genes PVH tardios (late) L1 y L2. En este momento la
infeccion puede o bien regresar espontdneamente o progresar a lesion
intraepitelial escamosa de bajo grado (LBG), lesion intraepitelial escamosa de alto
grado (LAG) o carcinoma escamoso de cérvix, permitiendo la invasion local o
incluso la diseminacién metastasica. En las células epiteliales transformadas los
genes viricos estan integrados en el ADN huésped, expresando las proteinas

oncogénicas E6 y E7.

En los tipos de alto riesgo (AR) PVH-16 y PVH-18 las proteinas E6 y E7 pueden
inducir la inmortalizacion de los queratinocitos, que se debe en parte a la
interaccion de PVH16 E7 con determinadas proteinas, sobre todo pRb (producto
del gen del retinoblastoma). Esta proteina ejerce un papel esencial en el control
del ciclo celular, ya que regula la actividad de diversos factores de transcripcion
(E2F). En situacion quiescente, la pRb se encuentra activa, hipofosforilada y unida
a E2F. Si exponemos estas células a efectos mitogenicos se inicia la transcripcion
de genes G1 especificos (ciclinas D) que a su vez se unen y activan las cinasas
dependientes de ciclina (CDK4 y CDK®6) que fosforilan la pRb en medio de la fase

G1, lo que libera el factor E2F y se produce la transicion a la fase S 2. Puesto que
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existe esta via de activacion del ciclo celular debe haber algin mecanismo que
controle a su vez esta via de activacion; de esto se encarga un pequefio grupo de
proteinas, entre las que destaca la pl6ink4a, proteina supresora tumoral, que se
unen a las CDK e inhiben su actividad cinasas (inhibidores de cinasas
dependientes de ciclina [CDKI]), por tanto una expresion ectopica de pl6inkda
dard lugar a una acumulacién de pRb hipofosforilada, secuestro de E2F y
consecuentemente arresto de G1. La proteina RB produce un control negativo
sobre la p16, por lo que la inactivacion funcional de pRb por cualquier motivo
conduce a una sobreexpresion de pl16 y, por tanto, a que tenga lugar la activacion
de la cascada pl6/ciclina D/CDK4/pRb reguladora del ciclo celular 3. La
interaccion de PVH16 E7 con pRb, al igual que sucede con la fosforilacion
mediada por CDK, provoca la liberacion de E2F activos y estimulacion de la
entrada en fase S, incluso en ausencia de complejos CDK4 y CDK6 activos y en
presencia de altos niveles de p16ink4a, lo que indica que la funcién supresora de
pl6é puede ser sobrepasada por los oncogenes viricos; de este modo, la
sobreexpresion de pl6 que en condiciones normales habria detenido el ciclo
celular, no tienen ningan efecto, ya que la pRb ha sido bloqueada previamente por
la E7. La inactivacion de la funcion reguladora de pl16 se ha visto desde estadios
muy precoces de la progresion oncogénica del PVH, pero no durante la
transformacién maligna tardia, mientras que la expresion de E6/E7 solo se ha

podido confirmar por hibridacién in situ en displasias graves o carcinomas.

En neoplasias malignas de mama, pulmén, pancreas, etc., se ha demostrado una
inactivacién de los inhibidores de cinasas dependientes de ciclina (p16ink4a) que
puede deberse a deleccion homocigota, mutacidon somatica o hipermetilacién,
pero ninguna de estas causas esta presente en las lesiones del cérvix,
habiéndose encontrado una relacion reciproca entre la expresion de pRb y pl6.
En los genotipos de bajo riesgo (BR) las oncoproteinas E6 y E7 han demostrado
escasa afinidad para unirse a pRb (hasta 10 veces menos) y carecen de actividad
transformadora in vitro. En el caso de PVH1 (virus cutaneo que se asocia a
lesiones benignas de piel) la E7 se une a pRb con la misma eficacia que PVH16
E7, pero aun asi no produce transformacion celular; en este sentido se ha
demostrado recientemente que PVH1 E7 no es capaz de promover la inactivacion

de pRb. Giarré et al, han encontrado una diferencia en ambas proteinas E7 al final
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del dominio de union a pRb que comprende tan solo tres amino&cidos y que es la
que determina su capacidad para superar la accion inhibitoria de pl6ink4a; asi
pues, parece que la union de E7 a pRb es un factor esencial, pero no suficiente

para inducir la transformacion de las células huésped.

Gracias a trabajos previos, sabemos que la pl6ink4a se puede demostrar por
estudio inmunohistoquimico, mostrando un patrén de tincion diferente segun la
infeccion se deba a genotipos de alto o bajo riesgo, independientemente del tipo
de lesion cervical. La inmunoreactividad es nuclear y citoplasmatica en casos de
lesibn escamosa intraepitelial de alto grado (LAG/NIC II-lll) y carcinoma
escamoso, con una positividad difusa e intensa (sobre todo cuando se asocia a
PVH 16/18), mientras que en casos de displasias leves (LBG/NIC 1) es
fundamentalmente nuclear, mas débil y focal. Sano et al, establecieron una
clasificacion segun el porcentaje de células positivas para la inmunotincion de
pl6: 0% al 5%: negativo; < 80%: positivo focal, y > 80%: positivo difuso. No se ha
detectado inmunoreactividad en epitelio no displasico, células mesénquimas o
metaplasicas, si bien cierta reactividad débil se ha encontrado en el citoplasma y
nacleo de fibroblastos proliferantes, células endoteliales y algunas células
inflamatorias.

La eficacia de la inmunotincién de pl6 en lesiones escamosas de cérvix parece
estar fuera de toda duda, mas aun teniendo en cuenta que en el estado fisiolégico
de inactividad esta proteina no se expresa en las células glandulares, aunque su

representatividad es ligeramente menor para los adenocarcinomas de cérvix.

Aproximadamente el 100% de los carcinomas escamosos Yy displasias graves de
cérvix asociados a PVH AR sobre expresan pl6 de manera difusa, aunque no
todos los casos que presentan sobreexpresion de pl6 son PVH positivos, esta
circunstancia podria deberse a diferentes factores, como un falso negativo en la
deteccién del virus por escaso numero de copias viricas o por pérdida de la region
subgenomica en el ADN virico. También parece indicar que existen vias
desconocidas de activacion de la pl6 independientes de la accion del PVH. En
contraste, la inmunotincibn negativa o débilmente positiva ha sido
fundamentalmente descrita en adenocarcinomas no asociados a PVH, sugiriendo

qgue la desregulacion de esta proteina puede estar relacionada con la etiologia de
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estas lesiones.*6

Tincién dual pl6 + ki 67. Un paso mas en cuanto a la especificidad de

citologias ginecoldgicas

La tincién dual actia mediante 2 anticuerpos unidos a 2 cromoégenos diferentes,
de modo que las células con positividad para p16 mostraran tincion citoplasmatica
y/o nuclear de color marrén y aquellas con positividad para ki67 mostraran
coloracion nuclear rojiza. El kit comercial (NICtecW PLUS, Laboratorios MTM) se
encuentra calibrado para que solo aquellas células que muestren ambas
tonalidades sean consideradas positivas para la integracion viral. A la hora de
realizar la lectura de las preparaciones citoldgicas, las células con doble tincion
destacaran sobre un fondo azulado palido, de modo que su identificacion sera
rapida y eficaz. La imagen obtenida sera similar a la de un «huevo frito», de modo
gue un nucleo rojo centrard un citoplasma marron (realmente, la tincion marrén

también es nuclear, pero el colorante rojizo la oculta).

El significado pronostico y terapéutico de las lesiones positivas para la tincion dual
sera el mismo que para la determinacion aislada de p16 (NICtecW Cytology),
proponiéndose la realizacion de una biopsia a aquellas pacientes con resultados
positivos. Las ventajas de rapidez y seguridad seran similares pues la
determinacion se realizara en ambos casos sobre la muestra previa, sin
necesidad de molestar a la paciente con una nueva toma, pero la sensibilidad
(respecto de la clasica tincion PAP) y la especificidad (respecto del clasico tipaje
viral) aumentaran, asi como la comodidad para el citélogo en la identificacion de

células problema. 47

Utilidad de p16 y Ki67 en el diagnéstico histolégico

A pesar de que se considera el estandar de oro en el que se basan las conductas
clinicas actuales, el estudio histologico de las lesiones intraepiteliales de cuello
uterino presenta una notable variabilidad inter e intra observador. En
practicamente todos los trabajos la concordancia diagnéstica es mayor en los

extremos del espectro (biopsias negativas, NIC3 y CCU), mientras que la
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discordancia es mas elevada en las lesiones intermedias (NIC1 y, especialmente
NIC2).

Dado que segun los criterios clinicos actuales el tratamiento esta indicado en
aquellas pacientes con NIC2 o méas (NIC2+), y que éste es precisamente el
diagnéstico con una mayor variabilidad inter e intra observador, en los dltimos
afios se han propuesto diferentes marcadores para aumentar la concordancia
diagnoéstica en estas lesiones. Tres son las condiciones que deberia tener un
buen marcador para ser util en la practica diaria: 1) una elevada sensibilidad para
NIC2+ y/o NIC3+; 2) una alta especificidad, y 3) ser facil de evaluar y

reproducible.

Las evidencias existentes sobre la utilidad de la sobreexpresién de pl6 para
reducir la variabilidad diagnd@stica en lesiones preinvasivas e invasivas de cuello
uterino son muy numerosas, de modo que se puede afirmar que se trata de una
herramienta sumamente Util no sélo en el diagndstico de lesiones de cérvix sino
en el manejo posterior de las mismas, aportando un elemento objetivo con escasa
variabilidad inter observador. La sobreexpresién de pl6 es altamente especifica
de las lesiones displasicas, particularmente de las de alto grado, las cuales son
practicamente siempre positivas, mientras que es negativa en la inmensa mayoria

de las lesiones reactivas.

Un aspecto importante a tener en cuenta es que la forma de valorar p16INK4a se
ha refinado en los ultimos afios. En la actualidad se considera unicamente como
sobreexpresiéon una positividad difusa en células basales y para basales (es decir,
en el tercio inferior del epitelio) en un area epitelial, aunque ésta pueda ser
pequefia. Por el contrario, tanto la negatividad absoluta como la positividad
parcheada, irregular o en damero para este marcador se consideran como
ausencia de sobreexpresion. Aunque ésta Ultima forma de positividad es
frecuente en lesiones de bajo grado, puede observarse también en algunos
epitelios cervicales normales. La inclusion de casos con positividad parcheada o
irregular explica, al menos en parte, la existencia en algunos trabajos de

positividades para pl6 cercanas o incluso superiores al 10%.
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Practicamente todos los estudios han demostrado que la adicion de pl6 a la
tincion rutinaria de hematoxilina eosina aumenta notablemente la concordancia
inter observador en cuanto a la presencia o ausencia de lesion y el grado de
consenso en la gradacion de dichas lesiones. La tincidon es particularmente util en
el diagnostico diferencial entre lesiones no neoplésicas tales como las
inflamatorias o los cambios celulares asociados a la atrofia y las lesiones
verdaderamente premalignas, en la identificacion de lesiones pequefias o
escasamente representadas en la muestra y en la evaluacion de legrados

endocervical.

La identificacion de Ki67 ha venido utilizandose como apoyo del diagnostico
histolégico convencional en casos dudosos, estableciéndose una relacion directa
entre la presencia o no de lesién intraepitelial y su grado y la extension de células
positivas. Asi, los epitelios sin lesién presentan solo células positivas en el estrato
basal, las lesiones de bajo grado muestran células positivas en el tercio inferior o
en la mitad del epitelio, y las de alto grado positividad difusa en todos los estratos
epiteliales desde el basal al superficial. Sin embargo, se trata de un marcador
poco especifico en la deteccién de lesiones viricas, pues su expresion aumenta
en cuadros reactivos epiteliales (inflamacién) y puede verse en linfocitos
intraepiteliales, todos ellos posibles falsos positivos que dificultan su

interpretacion.

En un reciente trabajo Galgano y cols (Galgano et al, 2010) comparan la
sensibilidad de p16, con Ki67 (y también con el antigeno L1 de PVH), observando
gue pl6 presenta los mejores resultados. En este mismo trabajo, los autores
indican que la tincién doble con p16 y Ki67 en histologia no aporta ventajas con
respecto a la tincion exclusiva con pl6. La proteina 2 del mantenimiento de
minicromosomas (MCM2) y la topoisomerasa Il (TOP lla) se encuentran sobre
expresadas en los procesos que presentan una induccion de la fase S del ciclo
celular aberrante, circunstancia existente en células infectadas por el PVH.
Utilizados de forma aislada presentan una sensibilidad cercana al 80% con una
especificidad del 75% (Badr et al, 2008). Utilizados de forma combinada
presentan una mejora de sus prestaciones individuales. Esta combinacion esta

comercializada con el nombre de ProExC. En los trabajos en los que se comparan
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pl6 y ProExC, tanto la sensibilidad como la especificidad del primero son algo
superiores a las del segundo (Badr et al 2008; Guo et al, 2011). La utilizacion
simultdnea de ambos marcadores no mejora tampoco las prestaciones de los

marcadores utilizados de forma aislada.

Cdc6 y Mcm5 son dos novedosos antigenos relacionados con la proliferacion
celular, equiparables a Ki67, pero carecen de especificidad, por cuanto no
distinguen las células proliferantes displasicas y no displasicas. El antigeno nm23
tiene una sensibilidad cercana al 80%, pero una especificidad inferior al 40% por
lo que tampoco resulta de utilidad. Por ultimo, aunque PVH es el agente causal de
todas las lesiones escamosas del cérvix y que éste es siempre detectable
mediante técnicas muy sensibles como las basadas en la PCR, los diferentes
tests comerciales basados en hibridacion in situ, por su especificidad
relativamente baja para PVH, presentan porcentajes de positividad para NIC2-3

entre un 55 y un 70% que los hace poco utiles en la practica.

Si bien la mayoria de los carcinomas de cérvix derivan de lesiones intraepiteliales,
sélo una minoria de éstas progresara a carcinoma invasor. Ello es particularmente
notorio para las lesiones de bajo grado, de las que sélo un minimo porcentaje va a
progresar, mientras que la mayoria (hasta 85%), regresara espontaneamente. Por
ello, las guias clinicas actuales contemplan el seguimiento sin tratamiento de
estas pacientes. La morfologia no aporta informacién sobre el riesgo de
progresion de estas lesiones por lo que seria de gran interés disponer de un
marcador capaz de identificar las lesiones de bajo grado con capacidad de
progresion.

Algunos trabajos recientes han indicado que p16 puede proporcionar informacion
pronostica en estas lesiones. Hariri y cols. (Hariri et al, 2007) y Del Pino y cols.
(Del Pino et al, 2009) han analizado el posible valor predictivo de la determinacién
de p16 en lesiones intraepiteliales de bajo grado. En ambos estudios la ausencia
de sobreexpresion de la proteina pl6 identificaba un grupo de lesiones de bajo
grado con minima o nula capacidad de progresion. En los dos trabajos, todas las
lesiones de bajo grado que progresaron a NIC 2-3 mostraron positividad para p16
en la biopsia de NIC1l. No obstante, solo un porcentaje de las lesiones de

NIC1positivas para pl6 progresaron. Estos resultados, aunque pendientes de
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confirmacion en series mas amplias, sugieren que pl6 podria ser un importante

marcador prondstico en el manejo de lesiones intraepiteliales de bajo grado.

Utilidad de p16 y Ki67 en el cribado

Como se ha expresado anteriormente, el test de Papanicolaou, el método mas
comun de cribado del CCU ha demostrado una sensibilidad limitada para el
diagnoéstico de LAG y CCU. Ademas, dicho test, detecta a un elevado niumero de
mujeres con lesiones ASC-US y LBG que tienen un riesgo muy bajo de progresion
a LAG y CCU. Por otra parte, el reconocimiento de que la infeccion por PVH es un
factor necesario para el desarrollo del CCU esta conllevando a un cambio en el
paradigma de los programas de cribado con un uso cada vez mas extendido de

los tests de deteccion de PVH en el cribado primario.

De este modo, aunque los test de PVH son muy sensibles para la deteccion de
lesiones cervicales premalignas, no puede discriminar entre las frecuentes
infecciones transitorias y las verdaderas lesiones premalignas, mucho menos
prevalentes. La pl6é como marcador Unico aumenta la sensibilidad y la
especificidad de la citologia convencional para la deteccibn de lesiones
premalignas, en comparaciéon con la citologia convencional. Sin embargo, la
frecuente presencia de células normales positivas para pl6 obliga a utilizar
criterios morfoldgicos (Denton et al, 2010).

Por ello, recientemente se ha propuesto que la deteccién simultdnea de p1l6,
marcador de anti proliferacion, y Ki67, un marcador de proliferacion, en una
misma célula epitelial cervical podrian ser, en citologia, marcadores subrogados
de la desregulacion del ciclo celular secundaria a la infeccion transformante por
PVH. La principal ventaja de esta tinciéon dual pl16/Ki67 es que no precisa de
interpretacion morfolégica de las caracteristicas nucleares, y se considera como
positiva para el test cualquier citologia con al menos una célula con positividad

dual (tincion marrdn citoplasmatica para p16 y tincion roja nuclear para Ki67).

Debido a estas ventajas, p16 aislada para citologia ha sido retirada del mercado y

solamente es posible utilizar la citada tinciéon dual. Dicha tincion dual p16/Ki67 en
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las extensiones citoldgicas ha mostrado ser uno de los tests mas prometedores
para identificar lesiones cervicales premalignas considerandose como test positivo
la presencia de una o mas células que expresen ambos biomarcadores. En la
actualidad se han publicado nueve estudios valorando este test en citologia, con
algunas diferencias notables en los criterios de inclusion de las pacientes. En la
mayoria de estos estudios el test ha demostrado una sensibilidad y especificidad
muy altas, proximas respectivamente al 90% y al 80%. La sensibilidad del test es
muy alta en muestras preparadas con ThinPrep y parece reducirse en

extensiones convencionales y extensiones preparadas con SurePath.

La tincion dual p16/Ki67 ha demostrado ser particularmente util en el triaje de las
pacientes con citologia de ASCUS y LBG o en las pacientes con test de PVH
positiva con citologia negativa. El test presenta una sensibilidad y especificidad
muy altas entre las mujeres mayores de 30 afios, pero en menores de 30 afios,
grupo particularmente conflictivo, dada la frecuencia de alteraciones citoldgicas
leves y de infecciones por PVH transitorias en este grupo de edad el rendimiento
es excelente. En uno de los estudios publicados la adicibn de criterios
morfolégicos a la valoracion inmunohistoquimica incrementa de forma notable la
especificidad de la técnica. Esta estrategia puede ser especialmente Util en

mujeres joévenes. ’

|.3 Definicidn de términos

P16
Proteina que se sobre expresa en células infectadas con PVH-AR
Ki67

Antigeno que identifica las células en proliferacion.
NIC 2
Neoplasia intraepitelial cervical que compromete los dos tercios internos del

epitelio.

Inmunohistoquimica

Técnica histopatoldgica de tincion con anticuerpos inmunofluorescentes.
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CAPITULO II: METODOLOGIA

II.1 Tipo y disefio de investigacion

El presente estudio fue de tipo cuantitativo, observacional, descriptivo,
retrospectivo de corte transversal.
El disefio de la investigacion fue descriptivo transversal.

I1.2 Disefio muestral

Para este estudio se tomé la totalidad de las Historias Clinicas y muestras de
biopsias con resultado histopatologico NIC 2 del Centro Médico Oncomujer
durante los afios 2012 al 2015.

[1.3 Caracteristicas del lugar o institucion donde se realiz6 la investigacion

Este estudio se realizd con las biopsias de pacientes del Centro Médico
Oncomuijer, institucion privada especializada en prevencién de enfermedads

neoplasicas y atencion de neoplasias ginecologicas.

I1.4 Método de recoleccién de datos. Instrumentos

En el presente estudio se utilizé una ficha de recoleccion de datos para cada uno

de los pacientes en estudio.

I1.5 Procesamiento de datos

Se empled la base de datos con el software SPSS 23.0 para Windows y Microsoft

Excel 2010. Se utilizé estadistica descriptiva.

I1.6 Aspectos éticos

El presente trabajo de investigacion fue de tipo observacional de revision de
biopsias de pacientes que fueron atendidas en el Centro Médico Oncomuijer,
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previa autorizacion de la institucion y respetando la confidencialidad de cada
paciente. Se obtuvieron los resultados de cada una de las pacientes que
acudieron para estudio citolégico por PAP, IVAA y que tuvieron como resultado de
biopsia el diagnostico de NIC 2. La investigacion no presenta ninguna intervencion
terapéutica, solo se trata de procedimientos diagndsticos. En los procedimientos
realizados en el Instituto Onco Mujer, no se describe intercurrencias que hayan

afectado o puesto en riesgo la salud de la paciente.
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CAPITULO lll: RESULTADOS

Este estudio se realizd con un total de 54 pacientes que tenian una muestra de
biopsia de cuello uterino con diagnostico de NIC 2 atendidas en el centro médico
Onco Mujer. Se obtuvo una media de la edad de 36,37 afios. Ninguna paciente se
perdi6 durante el estudio utilizando el total de pacientes durante el periodo del
2013 al 2015. Se consideré como resultado positivo la tincion del marcador pl6,
marcador Ki67 o una tincion positiva para ambos marcadores simultaneamente.
De lo contrario se consideré un resultado negativo la no tinciébn de ninguno de
estos marcadores, no quedando ninguna muestra sin resultado intermedio o

diferente al mencionado.

En primer lugar se presentan las caracteristicas sociodemograficas de las
pacientes atendidas entre los afios 2013 y 2015. Se describe la edad en intervalos
de 10 afios cada uno. El grupo de edad correspondiente de 22 a 30 afios tuvo un
total de 18 pacientes que representan el 33,3%. El grupo de edad correspondiente
de 31 a 40 afos tuvo un total de 20 pacientes que representan el 37%. El grupo
de edad correspondiente de 41 a 50 afios tuvo un total de 14 pacientes que
representan el 25,9% y finalmente el grupo de edad de mayores de 51 afios tuvo
un total de pacientes solo 2 los cuales representan el 3,7%.

El lugar de procedencia correspondiente a Costa tuvo un total de 36 pacientes
que representan el 66,7%, el lugar de procedencia Sierra con un total de 4
pacientes representa el 7,4% y el lugar de procedencia Selva con un total de 14
pacientes representa el 25,9%.

El estado civil se conformd por 5 criterios, pacientes solteras con un total de 21
pacientes representaron el 38.9%, pacientes casadas con un total de 18 pacientes
representaron el 33,3%, pacientes viudas y divorciadas conto con 1 paciente
respectivamente representando cada una el 1,9% vy finalmente las pacientes

convivientes con un total de 13 pacientes representé el 24,1%.

La paridad se conformé en intervalos con respecto a la cantidad de hijos siendo

estos de 1 a 2 hijos, de 3 a 4 hijos y de 5 a mas. El primer grupo de 1 a 2 hijos
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conto con 27 pacientes representando el 64,3%, el segundo grupo de 3 a 4 hijos
conto con 10 pacientes representando el 23,8% y finalmente el tercer grupo de 5

a mas hijos conto con 5 pacientes representando el 11,9%.

Toda la informacion acerca de las caracteristicas sociodemograficas de las
pacientes en estudio se encuentra en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas sociodemogréficas de las
pacientes atendidas en el centro médico Oncomuijer,
2013 - 2015 (n =54)

Edad (afios) n %
22 -30 18 33.3
31-40 20 37.0
41 -50 14 25.9
51 — mas 2 3.7

Procedencia
Costa 36 66.7
Sierra 4 7.4
Selva 14 259

Estado civil
Soltera 21 38.9
Casada 18 33.3
Viuda 1 1.9
Divorciada 1 1.9
Conviviente 13 24.1

Paridad
1-2 27 64.3
3-4 10 23.8
5 amas 5 119

En segundo lugar se realiz6 la tincion para el marcador pl16 en la totalidad de
biopsias positivas para NIC 2. El resultado positivo para la tincion de p16 fue de
33 pacientes representando el 61,1% de la poblacién total y el resultado negativo
para la tincion del pl6 fue de 21 pacientes representando el 38,9% de la

poblacidn total.

Toda la informacién acerca de la tinciébn de pl6 en las pacientes del estudio se
encuentra en la tabla 2.

45



Tabla 2. Hallazgos laboratoriales P 16 de las biopsias de
las pacientes con NIC 2 en el centro médico Oncomuijer,

2013 - 2015
P 16 Frecuencia Porcentaje I1C 95%
Positivo 33 61.1
Negativo 21 38.9 25.9-51.9
Total 54 100%

En tercer lugar se realizd la tincion para el marcador Ki67 en la totalidad de
biopsias positivas para NIC 2. El resultado alto para la tincion de Ki67 fue de 32
pacientes representando el 59,3% de la poblacion total y el resultado bajo para la
tincion del Ki67 fue de 22 pacientes representando el 40,7% de la poblacion total.

Toda la informacion acerca de la tincion de Ki67 en las pacientes del estudio se

encuentra en la tabla 3.

Tabla 3. Hallazgos laboratoriales Ki 67 de las biopsias de
las pacientes con NIC 2 en el centro médico Oncomuijer,

2013 - 2015
Ki 67 Frecuencia Porcentaje I1C 95%
Alto 32 59.3
Bajo 22 40.7 27.6 -53.8
Total 54 100%

Finalmente, se realiz6 un analisis para ambas tinciones pl6 y Ki67 de manera
simultdnea. Se obtuvo resultado positivo para pl16 y con resultado alto para ki67
de 32 pacientes representando el 59,3% de la totalidad. Asimismo, se obtuvo
resultado negativo para pl6é y resultado bajo para Ki67 de 21 pacientes
representando el 38,9% de la totalidad, no se encontraron hallazgos de pl16
negativo con Ki67 de alto valor. Sin embargo se encontr6 1 hallazgo de pl16

positivo con Ki67 de bajo
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grado, lo que indicaria un falso positivo del p16.

Toda la informacion acerca del analisis entre la tincidon p16 y la tincidon Ki67 en

simultaneo se encuentra en la tabla 4.

Tabla 4. Hallazgos laboratoriales de P 16 y Ki 67 de las biopsias de
las pacientes con NIC 2 en el centro médico Oncomujer, 2013 -

2015
Ki 67
P 16 Alto Bajo Total
n % n % n %
Positvo 32 59.3% 1 19% 33  61.1%
Negatvo =~ O  00% 21 389% 21  38.9%
Total 32 59.3% 22 40.7% 54  100.0%
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CAPITULO IV: DISCUSION

La edad media de esta poblacion fue 36.37 afios, lo cual correlaciona con la edad
de incidencia de las lesiones pre cancerosas de cervix que segun la literatura se
encuentra entre 30 y 40 afios.'* El 70% de esta poblaciéon se encontré entre los
22-40 afios de edad y el 71% fueron solteras o casadas, siendo todas
sexualmente activas, concordando con lo descrito por la literatura revisada,'* este
hallazgo se soporta en el factor epidemioldgico “actividad sexual”, segun el cual el
trauma de la cabeza del pene sobre el cervix produce la microfisura que permite
al virus del papiloma humano ingresar e infectar las células basales del epitelio
escamoso.3

La procedencia de las pacientes fue mayoritariamente de Lima, debido a la
ubicacion del centro medico oncomujer, sin embargo hubo un nimero importante
de pacientes procedentes de la selva lo que concuerda con los estudios
epidemiologicos realizados en nuestro pais, y finalmente las menos frecuentes

fueron las pacientes provenientes de la sierra.

La tincion de inmunohistoquimica Ki67 fue positiva en 59.3% de todos los casos
de NIC-2 revisados, lo que representa una baja concordancia entre el diagnostico
histologico de NIC-2 y esta tincién, 8124 que en estudios previos varia entre 30-
60% de concordancia inter e intraobservador. La interpretacion de Ki67 es
indirecta ya que nos informa que se trata de un epitelio con muchas mitosis, lo
que infiere una replicaron descontrolada y progresiéon de tumor a largo plazo, lo
gue soporta el manejo quirurgico de estas lesiones, sin embargo cuando el Ki67
resulta baja positividad, significa que el riesgo de progresion seria bajo, por tanto
el manejo quirGirgico seria discutible en este grupo de pacientes®. No obstante,
aun no se ha establecido aun cual es el valor de corte para definir una positividad
alta o una positividad baja en el uso de Ki67, en el presente estudio como en
estudios previos se considera positiva o alta la ticion hasta las capas superiores
del epitelio y se considera baja cuando solo se colorean las capas inferiores
cercanas a la lamina basal. Lo que aportaria la ticion con Ki67 seria la
sensibilidad, solo indicaria actividad de replicacion celular. La tincion con pl6 se

asocia fuertemente a la presencia de virus del papiloma humano de alto riesgo, y
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su positividad es mayor cuanto mayor es el grado de la lesion, lo que nos
aportaria la especificidad de la prueba.

La asociacion de las tinciones de inmunohistoquimica Ki67 y pl6, mejora la
disquisicion diagndstica y nos permiten una mejor interpretacion del riesgo de
progresion segun la literatura revisada, en nuestra poblacion el 59.32% fueron
positivas a ambas pruebas, estableciendo el criterio llamado “riesgo de
progresion”, y soportando la necesidad de manejo quirdrgico. Sin embargo,
cuando los resultados son negativos, nos demuestra el bajo riesgo de progresion
y la necesidad de seguimiento y observacion, considerando estas lesiones como
de bajo grado. Esto se soporta en que el pl6INK4, es un inhibido de ciclina
quinasa, que funciona como un sistema de retroalimentacién generado por cada
mitosis celular, que tiene por funcién inactivar el “complejo ciclica D-ciclina
dependiente de quinasa”, reactivando la funcién inhibidora del gen Rb; pero
cuando este gen esta bloqueado por el gen oncogénico E7 dependiente del virus
del papiloma humano, la proliferacién celular se vuelve descontrolada y pl6 se
acumula en la célula dafiada; siendo un indicador de integracion del ADN viral al
ADN del huésped y marcador manifiesto de progresion; su asociacion a Ki67
permite reducir los falsos positivos, ya que la positividad de p16 debe concordar
con un numero de mitosis elevado, 6sea un Ki67 altamente positivo.62° Hubo un
caso de pl6 positivo y Ki67 de baja posibilidad, lo que indicaria un caso falso
positivo con pl6, esto muestra que a pesar de ser el pl6 positivo, no hay
replicacion celular descontrolada y por lo tanto no hay riesgo de progresion. De lo
gue se infiére que ambos marcadores dében ser positivos para indicar tratamiento
quirdrgico a la paciente.

En en futuro préximo, estas ticiones deberian implementarse en los protocolos de
manejo de las lesiones premalignas de cuello uterino, probablemente no solo para
casos de Nic 2, sino también para casos de Nic 1 y Nic 3, pudiendo recibir
tratamiento quirdrgico algunas pacientes con diagnostico histolégico de Nic 1 y
otras pacientes con diagnostico histologico de Nic 3 podrian ser observadas,

ejerciendo medicina de presicion.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

V.1 CONCLUSIONES

Las pacientes cuyas biopsias fueron estudiadas en este trabajo, presentan
caracteristicas sociodemograficas similares a las de estudios previos en otros

paises.

Las tinciones de inmunohistoquimica pl6 y Ki67, son de gran utilidad en la

evaluacion de las pacientes con diagndstico histolégico de NIC-2.
Las pacientes con tinciones de inmunohistquimica negativas para uno o ambos
marcadores (40%) no necesitan ser sometidas a tratamiento quirdrgico, pueden

manejarse con observaccion como un NIC 1.

Un 60% de mujeres que si tienen riesgo de progresion a cancer (pl6 y Ki67

positivos) requieren manejo quirdrgico.

La tasa de falsos positivos con esta combinacibn de tinciones de

inmunohistoquimica es baja.
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V.2 RECOMENDACIONES

El uso de pl6 y Ki 67, deben realizarse de rutina en todos los casos de NIC-2

diagnosticados histologicamente.

Solo las pacientes con pl6 y Ki67 positivos deben ser sometidas a tratamiento

quirargico.

Se requieren estudios adicionales para evaluar la utilidad del p16 y Ki67, en casos
de NIC-1 o NIC-3.

Esta doble tincién también podria ser utilizada para aumentar la sensibilidad en

programas de despistaje.
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ANEXOS

Anexo 1

Ficha de recoleccidon de datos

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

NUMERO DE CASO

EDAD (ANOS)

(1) COSTA
PROCEDENCIA (2) SIERRA
(3) SELVA
(1) SOLTERA
(2) CASADA
ESTADO CIVIL (3) VIUDA
(4) DIVORCIADA
(5) CONVIVIENTE
N°
PARIDAD NACIDOS
VIVOS
HALLAZGOS p16 (1) POS (2) NEG
LABORATORIALES Ki67 (1) ALTO | (2)BAJO
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