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RESUMEN

Numerosos estudios mencionan que la sobre-
expresion de la proteina p16, un marcador
bioldgico que permite identificar lesiones pre-
neopldsicas del epitelio exocervical, tendria
una alta asociacion con el Papiloma Virus Hu-
mano (HPV) de alto riesgo oncogénico. Es un
estudio descriptivo correlacional cuyo objeti-
vo fue establecer asociacién de las Neopla-
sias Intraepiteliales Cervicales grado | (NIC 1),
HPV positivos, con la expresion del p16.

Materiales, métodos y resultados: Es un estu-
dio correlacional que se realizd en el periodo
de noviembre de 2009 a noviembre de 2010;
se presentaron 256 casos de NIC | de los cua-
les, 72 fueron HPV positivos; se practicd técni-
ca de plé. La edad promedio de las mujeres
fue de 41 anos. Se encontrd positividad para
el plé en 40 casos (55.6%) y fueron negativos
32 (44.4%). De los casos positivos para plé,
los tipos virales mds frecuentes fueron los de
alto riesgo: 33 (82.5%). El p16 fue valorado en
cuantia, distribucidén e intensidad, estable-
ciéndose relacion entre la intensidad del pl1é
con los virus de alto riesgo (p=0.038). Cuan-
do se analizd la edad y el tipo viral, pacientes
entre 20 y 40 anos (36 casos, 90%) presenta-
ron genoma de HPV de alto riesgo.

Conclusiones: Existio correlacion entre la in-
tensidad del p16 con la presencia de HPV de
alto riesgo, ayudando a seleccionar grupos
con tendencia a la progresion de la enferme-
dad.

Palabras clave: HPV 16, Human papillomavirus
16, Neoplasia Intraepitelial Cervical , Indica-
dores de Morbimortalidad,

ABSTRACT

Numerous studies report that overexpression
of p16 protein that is a biomarker to identify
premalignant exocervical epithelium lesions
would have a high association with human
papillomavirus (HPV) with high oncogenic risk.
It is a descriptive correlational study whose
objective was to establish association of Cer-
vical Intraepithelial Neoplasia grade | (CIN 1),
HPV positive, with the p16 expression.

Materials, methods and results: It is a corre-
lational study conducted from November
2009 to November 2010; about 256 cases of
CIN | were presented, 72 were positive HPV;
also pl1é technique was performed. The wo-
men average age was 41 years. There were
40 (55.6%) positive cases for p16, and only 32
(44.4%) were negative. From the positive co-
ses for pl16, the most common viral types were
high-risk patients: 33 (82.5%). The p16 was va-
lued in amount, distribution and intensity, es-
tablishing a relationship between the intensity
of p16 with high-risk virus (p = 0.038). When the
age and viral type were analyzed, patients
between 20 and 40 years (36 cases, 20%) pre-
sented HPV genome with high risk.

Conclusions: There is correlation between the
intensity of p16 with the presence of HPV high
risk, helping select groups prone to disease
progression.

Keywords: HPV. Human papillomavirus 16,
Cervical Intraepithelial Neoplasia, Indicators
of Morbidity and Mortality.
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INTRODUCCION

El cdncer cervical es el segundo mds comun
en las mujeres en todo el mundo y sigue sien-
do una causa importante de morbilidad vy
mortalidad. Constituye un problema de sa-
lud publica por su frecuencia e incidencia;
provoca un numero elevado de muertes en
Ameérica Latina y el Caribe, sélo superado por
los paises de Africa Oriental. Se trata de una
enfidad que a pesar de ser prevenible, sigue
siendo una de las causas frecuentes de mor-
talidad por cdncer en el mundo, en la regiéon
y especialmente en nuestro pais (1).

La tasa cruda y estandarizada de incidencia
en el cantén Cuenca para el periodo 2005-
2009 es de 16.0y 16.9; respectivamente. Estas
cifras ubican al cdncer de cérvix en el segun-
do lugar de incidencia, después del cancer
de piel (2).

Por este motivo, la identificacion de las le-
siones neopldsicas intraepiteliales cervicales
(NIC), que constituyen los cambios displdsicos
de las células epiteliales, es imperativo. Se
han mencionado prevalencias de 50.2, 34.0y
36.4 por 100,000 habitantes para NIC |, NIC I,
NIC Il respectivamente. El diagndstico se de-
termina en la observacion de caracteristicas
histologicas ya establecidas. El examen histo-
l6gico es el estdndar de oro, para identificar
el tratamiento de estas lesiones, sin embargo,
en el andlisis morfoldgico puede ser dificil dis-
tinguir entre metaplasia e hiperplasia con NIC
| y a su vez entre lesiones infraepiteliales de
bajo y alto grado. El diagndstico de neopla-
sia intfraepitelial cervical (NIC) en las tinciones
de hematoxilina-eosina, es complejo y estd
sujeto a variaciones inter e infraobservador,
cuando la lesion displdsica es muy escasa
en la muestra, artefactos en la seccién tan-
gencial estdn presentes o cuando se acom-
panan de lesiones reactivas o inflamatorias.
Ofra fuente de error constituyen las lesiones
de displasia con morfologia no usual. Por lo
tanto, métodos diagndsticos mds objetivos
que la histologia, son necesarios para diag-
nosticar con precision las neoplasias intraepi-
teliales, en muestras histolégicas (3-6).

En la actualidad existe un consenso, en con-
siderar a los virus del papiloma humano del
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tipo genital (HPV) como los principales agen-
tes etiopatogénicos del cancer de cérvix y le-
siones precursoras, atribuyéndosele un rol de
tipo causal en la carcinogénesis. La infeccion
provocada por el HPV es una de las enferme-
dades de frasmision sexual mdas comun que
aqueja el 50-80% de la poblacién. Los aproxi-
madamente 35 genotipos del HPV que afec-
tan al tracto genital femenino se han clasifi-
cado en virus de alto y bajo riesgo oncdgeno
en funcion de su capacidad de transforma-
cion maligna del epitelio del cérvix. El HPV de
bajo riesgo se presenta con una frecuencia
del 90%, los de alto riesgo son principalmente
los tipo 16y 18 pero también ofros como el 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68 y ofros me-
nos frecuentes; presentes en la mayoria de
los carcinomas de cérvix y en todas las lesio-
nes precursoras con una frecuencia del 70%
(7). El mejor método en la actualidad para su
diagndstico es la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), el mismo que puede de-
tectar HPV de alto riesgo hasta un 95% (8,9).

En la patogénesis de la transformacion neo-
pldsica, mediada por el HPV estd implicada
de forma determinante la inactivacion del
P53 y del retinoblastoma (pRb) por los pro-
ductos de los genes virales E6 y E7. Se ha de-
mostrado la existencia de una correlacion
reciproca enfre pRb y p16, esta ultima con-
siderada como una proteina reguladora del
ciclo celular, por lo que existe una fuerte so-
bre-expresion de p1é tanto en los carcinomas
como en las lesiones preneopldsicas del cér-
vix uterino. La deteccidon de la sobreexpresion
de la proteina p1é mediante técnica de in-
muno-histoquimica tiene un valor seguro en
la identificaciéon de lesiones epiteliales de alto
grado, utilizindose también al mismo tiempo
para detectar lesiones de bajo grado citolo-
gico o histoldgicamente con integracion viral,
permitiendo identificar lesiones que pueden
evolucionar alesiones de alto grado (9-11). En
el cdncer de cérvix, pRb estd funcionalmente
inactiva desde el inicio de la carcinogénesis
cervical como consecuencia de la expresion
del gen E7 del HPV (10). La presente investi-
gacion infroduce un nuevo factor prondstico
en la identificacion de lesiones tempranas
con capacidad de progresion.



La sobre-expresion del plé es facil de de-
tectar mediante inmuno-histoquimica, para
demostrar la presencia de antigenos en cé-
lulas y tejidos. Esta sobre-expresidon ha sido
propuesta como un marcador bioldgico, que
permitiria identificar de forma inequivoca las
células con cambios displdsicos inducidos
por el HPV sobre todo los tipos de alto riesgo,
mejorando asi la especificidad diagndstica
y solucionando los problemas anteriormente
expuestos de variabilidad inter e infraobser-
vador. Por lo tanto, la determinacién del p16
nos informa de la interacciéon del HPV con
las proteinas reguladoras del ciclo celular y
constituye un marcador de proliferaciéon neo-
pldsica (10,11).

La valoracién del pl1é es considerada como
tincion positiva cuando la expresidon es locali-
zada a nivel nuclear o citoplasmdatica en una
proporcion del 5-10% de las células atipicas.
El patrén puede ser irregular y disperso. Exis-
ten datos que refieren una expresion hasta
del 81% delplé en NIC | (12).

El objetivo de nuestro estudio fue correlacio-
nar los hallazgos histolégicos del NIC |, con
la expresion del p16 y el subtipo de HPV por
PCR.

MATERIALES Y METODOS

Serealiz6 un estudio de tipo descriptivo duran-
te el periodo noviembre de 2009 a noviembre
de 2010, en el Departamento de Anatomia
Patoldgica del Instituto del Cancer SOLCA -
Cuenca. Se diagnosticaron 256 casos de NIC
| de los cuales, 72 cumplieron con los criterios
de inclusidon, es decir que contaban con ma-
terial histolégico y estudio de HPV mediante
PCR.

En todos estos casos se realizd p16 mediante
técnica de inmuno-histoquimica. Para esto se
realizaron dos cortes de cada blogue de pa-
rafina con el tejido de biopsia de cérvix, uno
fue tenido con hematoxilina eosina y el ofro
se destind para andlisis de inmuno-histoquimi-
ca con el anticuerpo monoclonal especifico
p16INK4a (BIOSB) con la clona 16P0O4, JC2
dilucién 1:25 con un tiempo de incubacién
de dos horas y recuperacion. La valoracién
del p16 es nuclear y/o citoplasmdtico. Pue-
de ser positivo o negativo. Cuando es positivo
se analizan tres variables: intensidad (débil +,
moderado ++, fuerte +++) cuantia (negativo:
ausencia de tincién; positivo adislado: tincién
en menos del 5% de las células displdsicas;
positivo focal: tincién entre 6 y 30% de célu-
las displdsicas; positivo difuso: fincion en mds
del 30%) y distribucion (basal: capa basal; va-
riable: distintas dreas del epitelio; completo:
todo el epitelio).

La valoracién de HPV mediante PCR se hizo
mediante la siguiente técnica: se realiza la
extraccién del ADN. Posteriormente se reali-
zan dos PCR en el termociclador de marca
Techne. La primera busca la region MY-L1C
y la siguiente sirve para buscar virus de alto
y bajo riesgo que incluye una nested (PCR
interna), finalmente se hace una siembra en
gel de agarosa y se valora en rayos UV.

Andlisis estadistico

Para el plan de andlisis se dispuso del progra-
ma estadistico SPSS v15. Empleamos frecuen-
cias, media, mediana y desvio estdndar. Para
las asociaciones se utilizd el chi2.
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RESULTADOS

Grdfico 1: Distribucién de los pacientes segun edad
20 7

10 -
Desv. ip-=13.55
- Media = 41.4
0 N = 72.00

21.8 30.4 38.9 47.5 56.1 648 73.2
EDAD

Fuente: Instituto del Cdncer SOLCA - Cuenca

La edad mdxima fue de 77 anos y la minima de 20. La edad promedio fue de 41.
La desviacién estandar fue de 13.5.

Grdfico 2: Distribucion de los 72 pacientes segin presencia de p16

POSITIVO

55.6% NEGATIVO
44.4%

Fuente: Instituto del Cdncer SOLCA - Cuenca

Se observd positividad para el p16 en 40 casos (55.6%) y negativos 32 (44.4%).
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Tabla 1: Distribucién de los 72 pacientes segUn valoracion nuclear de p16 y HPV

Subtipo HPV por riesgo

Variable Nivel Alto Infermedio Bajo Total Valor P
Intensidad  + 13 0 0 13 0.038*
++ 11 5 1 17
+++ 9 0 1 10

Total 33 5 1 40

Cuantia Aislado 11 3 0 14 0.053*
Difuso 3 0 1 4
Focal 19 2 1 22

Total 33 5 2 40

Distribucién Basal 8 0 0 8 0.547*
Completo 3 0 0 3
Variable 22 5 2 29

Total 33 5 2 40

Fuente: Instituto del Cancer SOLCA - Cuenca

El p16 fue valorado en cuantia, distribucidn e intensidad. De los casos positivos para
p16, los tipo virales mds frecuentes correspondieron a los de alto riesgo, 33 casos
(82.5%). Existié6 asociacidon entre la intensidad del p16 con los virus de alto riesgo

(p=0.038).
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Tabla 2: Distribucién de los pacientes segin edad y HPV

Subtipo HPV por riesgo

Edad (anos) Alto Intermedio Bajo Total
20 a 30 13 (23.2%) 1(8.3%) 2 (50%) 16 (22.2%)
31 a 40 23 (41.1%) 1(8.3%) 0 (0%) 24 (33.3%)
41 a 50 8 (14.3%) 8 (66.7%) 0 (0%) 16 (22.2%)
51 a 60 6 (10.7%) 2(16.7%) 1(25%) 9 (12.5%)
61a70 4(7.1%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (5.6%)
71a80 2 (3.6%) 0 (0%) 1(25%) 3 (4.2%)

Total 56 (100%) 12 (100%) 4 (100%) 72 (100%)

Fuente: Instituto del Cadncer SOLCA - Cuenca

Se hizo una relacién entre la edad vy el tipo viral, demostrdndose que la edad entre
20 y 40 anos (36 casos; 64.3%) presenta genoma de HPV de alto riesgo.

Fig. 1. HE 20x. Corte de cérvix con NIC |, existe hiperpla- Fig. 2: Inmunohistoquimica p1é positiva con inten-
sia de la basal y células con cambios displdsicos sidad fuerte, cuantia difusa, y distribucién variable
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DISCUSION

El carcinoma cérvico-uterino es una de las
neoplasias mds frecuentes en la poblacién
mundial, por lo cual se han establecido mé-
todos de deteccidon precoz; la buUsqueda
citolégica mediante el examen cérvico-va-
ginal (Papanicolaou) ha sido una técnica
eficiente para detectar en forma temprana
neoplasias y reducir asi su morbilidad y mor-
talidad. Sin embargo, este método tiene des-
ventajas como el error inter o infraobserva-
dor al momento de la evaluacién citolégica,
dando como resultado altos indices de falsos
positivos y falsos negativos (13,14), por lo que
el estudio de la biopsia cervical ha sido con-
siderado como complemento para el diag-
noéstico de neoplasia cervical. El andlisis histo-
patoldgico sin embargo, ha presentado una
gran variabilidad diagnéstica intra e interob-
servador (15).

La prevalencia global de estas lesiones prein-
vasoras es del 10 a 15%. Las edades de mdxi-
ma prevalencia son entre los 15 y 30 anos
para la NIC [, 30 a 34 anos para NIC Il, y 35 a
49 para NIC Il (16).

En este estudio, la edad de afeccidén se obser-
v entre los 20 vy los 40 anos, lo cual es cerca-
no con la literatura existente como el estudio
realizado por Quintero y col (14) en donde se
menciona que el mayor nUmero de lesiones
intraepiteliales surge entre los 26 y 30 anos.

La determinacion del tipo de HPV, permite
distinguir mujeres que poseen riesgo elevao-
do de desarrollar carcinoma cérvico-uterino
o lesiones precursoras infraepiteliales esca-
mosas. El predominio oncogénico del HPV
de alto riesgo depende de la interaccion del
producto viral con proteinas especificas del
huésped. En este estudio, la expresion inmu-
noldgica del p16 es observada Unicamente
en células neopldsicas y no en células norma-
les, lo cual parece ser un marcador sensible
y especifico, como lo menciona Lesnicova y
colaboradores (15).

Oftro punto que debe ser tomado en cuenta,
es que estos casos positivos para pl1é6 (n=40,
55.6%), los tipos virales mds frecuentes corres-
pondieron a los de alto riesgo, lo cual coinci-
de con los estudios realizados por Klaes y col.
y Euji Nam y col., cuyos resultados indican
positividad en el 100% de los NIC | y aquellos
en donde la expresiéon fue intensa estuvieron
asociados con virus de alto grado, por lo que
se concluye que el pl1é podria estar involu-
crado en la carcinogénesis inducida por HPV.
Lo anterior demuestra que la inmuno-tincion
de p16 por inmuno-histoquimica, es una téc-
nica Util para identificar lesiones preneopldsi-
cas del epitelio exocervical, y distinguirlos de
condiciones reactivas. Este marcador es vo-
lioso tanto en biopsias de tejidos (histopatold-
gico) como en citologias. En los cortes histo-
l6gicos que representan el método estdndar
de deteccién de lesiones cervicales, su uso
debe ser protocolizado.

CONCLUSION

En esta investigacioén, la expresion del p16 se
observd en mayor porcentaje en los casos
de NIC | positivos para HPV; existié una alta
asociacion entre la intensidad y la cuantia
del p16, en relacién con presencia de HPV
de alto riesgo. Estos resultados contribuyen
a la seleccién de grupos con probabilidad
de progresion de la enfermedad, para segui-
miento de las pacientes.
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