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Correlacién morfoldgica, colposcopicay por
inmunohistoquimica para VPH y proteina p16 en las lesiones
cervicales

Dr. Edgar Omar Colin Licea*, Dr. Sergio Pedraza Barajas***, Dra. Alejandra Zarate
Osorno****

Antecedentes

El desarrollo de la colposcopia (Hinselmann, 1925) y la citologia (Papanicolaou, 1943)
permitié identificar en la clinica los cambios epiteliales que preceden al carcinoma de
cuello uterino. La posterior difusiéon del cribado citolégico, al detectar las lesiones
premalignas y el carcinoma microinvasivo, posibilité el diagndstico precoz del cancer
cervical en grandes masas de poblacion, con la consiguiente disminucion en su
incidencia y mortalidad. Para ello es necesario seguir todos los pasos del programa de
prevencion secundaria del cancer de cuello, que incluye, ademas de identificar a las

mujeres con citologia anormal, proceder a su diagndstico, tratamiento y seguimiento.

(20)

En la dltima década se ha confirmado la relacion etiologica entre la infeccion por ciertos
genotipos del virus del papiloma humano (VPH) y el cancer de cuello uterino. Esta
relacion ha sido reconocida como causal y necesaria, si bien no suficiente, para el
desarrollo del cancer de cérvix y su precursor inmediato, la lesion cervical intraepitelial
de alto grado (HSIL). Los incesantes avances generados a partir del reconocimiento de
la etiologia virica del cancer de cuello estan replanteando muchos de los protocolos

clinicos para su prevencion. (20)



El concepto de lo que se deben considerar cambios premalignos del epitelio cervical,
asi como su terminologia, han evolucionado al avanzar los conocimientos sobre su
etiologia, patogenia e historia natural aportados por los estudios tanto bésicos y
epidemiologicos como clinicos. Inicialmente se reconoci6 el carcinoma in situ y en la
década de los cincuenta se afiadieron los cambios epiteliales menos acusados
denominados displasias (leve, moderada y grave o severa). La demostracién de
alteraciones biolégicas similares en algunas displasias y el carcinoma in situ condujo, a
principios de los setenta, a la introduccion del concepto unificador de neoplasia cervical
intraepitelial (CIN, del inglés Cervical Intraepitelial Neoplasia), clasificada en tres
grados: CIN I, CIN Il y CIN Ill. Esta terminologia se emplea habitualmente en la
actualidad para el diagnéstico histolégico. En 1989 se propuso el sistema de
terminologia de Bethesda para la citologia, ligeramente modificado en 2001, que
incluye los cambios citopéaticos producidos por la infeccion cervical por el virus del

papiloma humano (VPH). (20)

En el sistema Bethesda se sustituye el término de neoplasia por el de lesion escamosa
intraepitelial (SIL, del inglés Squamous Intraepithelial Lesion), con dos categorias: bajo

grado (LSIL, del inglés Low-grade SIL) y alto grado (HSIL). (20)

TABLA 1. Clasificacion de las lesiones premalignas del cuello

Reagan, 1956 Richart, 1968 Bethesda, 1989
Leve Infeccion por VPH SIL bajo grado
Displasia Moderada CIN | (LSIL)
Grave
. P CIN 1l SIL alto grado
Carcinoma in sit
arct n St CIN Il (HSIL)




Muchos estudios han mostrado que la infeccion por VPH juega un papel importante en
la carcinogénesis del cancer cervico-uterino, de hecho la infeccion por virus del
papiloma humano ha sido detectada en casi todas las lesiones neoplasicas y
preneoplasicas del cérvix. VPH 16 y 18 son virus de alto riesgo y son los subtipos mas
importantes clinicamente, VPH 31, 33, 35, 51, 52 y 58 son asociados con riesgo
intermedio para el desarrollo de cancer cervico-uterino y lesiones escamosas
intraepiteliales de alto grado y VPH 6 y 11 son subtipos clasificados de bajo grado y
son normalmente asociados lesiones, hiperplasias benignas como condilomas

acuminados y lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado. (7)

El cancer cervico-uterino representa del 10-12% de todas las neoplasias en mujeres,
siendo en México la neoplasia mas frecuente en mujeres. La principal prueba de
tamizaje para la deteccion del cancer cervico-uterino es la citologia vaginal, técnica
desarrollada por G. Papanicolaou y que lleva el mismo nombre. Aunque ha tenido gran
importancia en el estudio de esta patologia, hay una cantidad substancial de falsos
positivos y falsos negativos. La deteccibn de VPH en células epiteliales de una

paciente, se ha realizado con PCR por los dltimos 20 afios. (8)

En los udltimos afios, un numero grande de investigadores, se han dado a la tarea de
trabajar con la proteina pl6, como un posible marcador de displasia y lesiones

neoplasicas cervicales. (3, 4, 8, 9)



Esta proteina pertenece a un grupo de inhibidores de la Cinasa dependiente de Ciclina,
y la cual es codificada por el gen INK4A, que forma parte de la via reguladora del ciclo

celular Cdk-Rb-E2F. (3, 4, 5, 6, 7, 8, 11)

El virus del papiloma humano es una de las causas mas comunes de infecciones de
transmision sexual, tanto en hombres como en mujeres y se considera la infeccion de
transmision sexual, de origen viral, mas frecuente en los Estados Unidos. La incidencia
se ha estimado entre 1 a 5.5 millones por afio, y la prevalencia se considera tan alta
como 20 millones de personas infectadas. El VPH se ha detectado en una gran
variedad de animales. Se han encontrado mas de 200 tipos de VPH, basandose en su
DNA y en sus diferencias gendmicas. Los diferentes tipos de VPH infectan los epitelios
basales de la piel 0 mucosas, y se dividen en cutaneos y epiteliales. Los tipos cutaneos
son epidermotropicos y afectan la piel de las manos y los pies. Los tipos epiteliales
afectan boca, garganta, tracto respiratorio y epitelio ano-genital. Basandose en su
asociacion con el cancer cervico-uterino, se pueden dividir en: alto riesgo (16, 18, 31,
33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 70) o bajo riesgo (6, 11, 42 y 43). El VPH se
asocia a un gran numero de patologias que van desde las verrugas comunes, hasta el
cancer. La asociacion entre infeccion por VPH y cancer cervico-uterino fue descrita a

principios de los 80 por Harold zur Hausen. (12)

El VPH es miembro de la familia Papovaviridae que incluye ademas a los Poliomavirus.
Es un virus relativamente pequefio, de 55nm de diametro, tiene una capside
icosaedrica con 72 capsomeros. Su genoma consiste en una sola cadena de DNA con

aproximadamente 7,900 pares de bases. La transmision se da principalmente por
4



contacto directo piel con piel, el riesgo principal de contraer infeccion genital esta dado
por la actividad sexual. Puede ocurrir transmision via fomites, como ropa contaminada.
Otros factores de riesgo incluyen: multiples compafieros sexuales y actividad sexual
temprana, la infeccion es mas comun en mujeres jévenes de entre 18 y 30 afios de
edad, debido a que el lugar donde la infeccion reside en el cérvix es la union endo-

cervical, que esta claramente definida en las mujeres de edad reproductiva. (12)

Ademas de la infeccién por VPH, la sobre infeccion por otros virus como CMV o Herpes
virus, es un factor de riesgo para el desarrollo de céncer, asi como estados de
inmunosupresion y el tabaquismo. La infeccion por VPH lleva a 3 posibles escenarios:
condiloma acuminado, que se asocia a los virus de bajo riesgo (6, 11); un estado
latente asintomatico, y la infeccion activa por los grupos de alto riesgo que resulta en
neoplasia intraepitelial. El virus penetra en la célula, se dice que se necesita
microtrauma en los tejidos para que dicha penetracion sea posible. La fijacién se da por
medio del Heparan Sulfato. Dentro de la célula, el virus se duplica, mediante las copias
de su DNA, y mediante la transcripcion de los genes E6 y E7, estos producen
inactivacion de los genes tumor supresor y sus derivados. El crecimiento celular es
regulado por dos proteinas celulares p53 (un tumor supresor) y la proteina Rb. La
proteina viral E6 se fija a p53, causando que sus propiedades de supresion tumoral se
pierdan. La proteina E7 se fija a la proteina Rb, causando su separacion del factor de
transcripcion E2F-1, causando su liberacion, lo que facilita a la célula a entrar a fase S
del ciclo celular. El resultado es la estimulacion del ciclo celular que produce

proliferacion tisular. (12)



Estructura VPH

Décadas de estudios han confirmado que la infeccién cervical por VPH de alto riesgo
es un evento previo al cancer cérvico-uterino. La lesion progresa desde la infeccion a
neoplasia intraepitelial de bajo grado NIC1, NIC2, NIC3 y carcinoma invasor. Las
herramientas principales para el diagnostico son la citologia vaginal y el estudio
histologico. El test de Papanicolaou es una prueba que analiza los cambios en las
células de la unién cilindrico-escamosa y se reporta como: negativo para lesion, células
atipicas, lesion intraepitelial de bajo grado, lesion intraepitelial de alto grado y
carcinoma invasor. Actualmente se estan estudiando otros marcadores de enfermedad,
debido al alto grado de falsos positivos y falsos negativos del test de Papanicolaou. La
inmunohistoquimica con deteccién de p 16 es uno de ellos, y es el que se aborda en

este trabajo. (12)



En 1993 y 1994, dos lineas de investigacion convergieron en un nuevo gen supresor

tumoral, ubicado en 9p21. (11)

Este gen llamado INK4A, codifica para 2 proteinas diferentes pl6 y pl9, ambos, son
potentes supresores tumorales que regulan la actividad de la proteina del
Retinoblastoma (Rb) y del factor de transcripcién p53 respectivamente. Estas proteinas
son parte de una red de sefializacion que se encuentra bloqueada en casi todos, sino
en todos, los tipos de neoplasias. El locus de INK4A responde a sefales de stress,
limitando la proliferaciéon celular y modulando la apoptosis inducida por proto-

oncogenes. (11) llustracion 1.

La pérdida de la funcion de INK4A, Rb y p53, ocurre frecuentemente en los canceres,
de lo cual se infiere que las alteraciones en estas vias son necesarias para que una
célula normal, se convierta en una célula tumoral. El factor de transcripcion E2F
coordina genes, cuya funcion combinada promueve la entrada a la fase de replicacion
de DNA (S) del ciclo celular. Uniéndose a los factores E2F, los miembros de la familia
Rb, reprimen sus acciones proliferativas. La fosforilacion de Rb por las cinasas
dependientes de ciclina, impide su uniéon a E2F, permitiendo que éste realice su
actividad de proliferacion celular. PI6, inhibe a las cinasas dependientes de ciclina,
manteniendo la union Rb-E2F, por medio de esta accién, ejerce su efecto supresor

tumoral. (8, 5, 11, 13, 15)



La produccion de pl6 es regulada por la actividad de Rb, asi, en ausencia de Rb, como
sucede en algunos tipos de cancer, especialmente el cérvico-uterino, la produccién de
pl6 no tiene contra regulacion y ésta se acumula en grandes cantidades, por lo que se
observa al realizar inmunohistoquimica de tejidos neoplasicos, como se expondra en la
siguiente seccion. Las alteraciones en el gen INK4A pueden ser: deleciones
homocigotas, mutaciones puntuales, o hipermetilacion del gen, ésta uUltima, parece ser
la mas importante y la que explica el dafio gendmico cuando no se encuentran

mutaciones en la informacién genética. (3, 5, 6, 11)

llustracion 1
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En los udltimos afos, varios grupos de investigadores, han investigado a la proteina p
16, como un posible marcador suplementario para las lesiones del epitelio cervical.
Esta proteina pertenece a los inhibidores de la Cinasa dependiente de ciclina y esta
codificada por el gen INK4A en el locus 9p21. Esta proteina juega un rol importante en

la via Cdk-Rb-E2F. (8,9)

Como se explicé anteriormente. pl6, previene la fosforilacion de la proteina Rb
inhibiendo a las cinasas dependientes de ciclina, Rb continua uniéndose a E2F y la
célula permanece en la fase Gl del ciclo celular. En varios tipos de tumores, incluido el
cancer cérvico-uterino, el gen sufre delecion homocigoto, se inactiva por mutaciones

puntuales o sufre hipermetilacion. (5, 6, 8,11)

Es una particularidad del VPH y su proteina E7, unirse a la proteina Rb e inactivarla.
Como resultado, la via reguladora Cdk-Rb-E2F, se altera y el estado de el gen INK4A y
su proteina pl6 pierde relevancia para la célula, permitiendo que esto pase de la fase Gl
a la fase S y se dupligue. Al perderse la funcién de regulacion negativa de Rb sobre
pl6, por alteracion en el gen INK4A, la produccion de pl6 se incrementa y ésta proteina
puede ser identificada por medio de inmunoandlisis, como se ha hecho en diversos

estudios. (8, 9, 10,13)

En un estudio realizado por Volgareva et al., se utilizé un anticuerpo monoclonal sobre
197 muestras embebidas en parafina. Se examinaron 197 muestras en total, que
incluian epitelios normales, biopsias con distintos grados de neoplasia intraepitelial y

9



muestras con cancer invasor. No se encontraron células positivas a pl6 en los
controles. Se encontrd sobreexpresion de pl6 en muestras con neoplasia intraepitelial y
en muestras con cancer invasor, y la expresion de pl6é fue mayor, mientras mayor fue el
grado de la lesion. Concluyeron que la sobreexpresion de pl6 es tipica de las
displasias y neoplasias del epitelio cervical, aunque existen neoplasias pl6 negativas,
por lo que el dato de sobreexposicidén de pl6 no se puede tomar en cuenta para excluir

a un paciente de encontrarse en alto riesgo de desarrollar cancer invasor. (8)

Otro estudio, por Murphy et al. (9), tuvo como objetivo examinar el potencial de pl6
como un biomarcador para las células displasicas del cervix. Se realizd
inmunohistoquimica a 155 muestras, que incluian muestras normales, muestras con
distintos grados de neoplasia intraepitelial, y muestras con carcinoma invasor. La
intensidad del mareaje se dio en una escala del O al 3. La presencia de VPH se
document6 por PCR. La inmunorreactividad fue negativa en todas las muestras
normales. La presencia de pl6 se encontr6 en todas las muestras con neoplasia
intraepitelial de grado | y Il. Todas las muestras positivas para VPH fueron positivas
para pl6, no asi todas las muestras positivas para plé fueron positivas para VPH.
Concluyeron que este patron de expresion de pl6, indica el uso potencial de pl6 como
un marcador diagnostico del carcinoma de células escamosas del cervix. Se han
realizado estudios con otros marcadores, por ejemplo: Castie et al. (1) midieron la
expresion de las proteinas Heat Shock, encontrando una alta relacion entre la HSP40 y
pl6. Las proteinas de respuesta al estrés es un mecanismo de adaptacion para
mantener la supervivencia celular. (1)

10



En respuesta a estrés enddégeno y exdgeno, la expresion de proteinas con respuesta
de proteccion, dentro de estas se incluyen las llamadas heat shock proteins (HSPs),
estan alteradas y tipicamente elevadas. Ahora hay evidencia que las HSPs pueden
estar alteradas en respuesta a la carcinogénesis, por ejemplo se ha reportado que
HSP60 y HSP90 tienen una menor expresion en cancer de vejiga. Un aumento en la
expresion de HSP27 ha sido sugerido como biomarcador en el pronéstico del cancer de
ovario. Existen reportes de una elevada expresion de HSP 60 y HSP70 con severidad
en lesiones cervicales y un reporte de deteccidbn positiva de HSP70 por
inmunohistoquimica en el 73% de los casos de cancer. En este estudio se tomo una
muestra de tejido cervical en parafina diagnosticado como normal (30), neoplasia
intraepitelial cervical | (NIC I) (32) y NIC 3, a estas muestras se les realizo
inmunohistoquimica y se graduo la intensidad como 0 (no expresion), 1 (débil), 2
(moderado) y 3 (alta). Los resultados de este estudio correlacion la expresion de de
HSP con el grado de severidad de la neoplasia, los resultados de la
inmunohistoquimica reportan un incremento en los valores de pl6 en relacién con un
aumento en la severidad de las lesiones (P < 0.0005), asi también se observo una
fuerte tendencia al incremento en los valores con un aumento en la severidad de las
lesiones para HSP40, HSP60 y HSP70. La HSP40 se relaciona mas fuertemente con

la progresion de infeccion por VPH a cancer junto con la proteina p16. (1)

Meschede et al. Realizaron inmunohistoquimica sobre las proteinas tempranas del
VPH (E6 y E7) y encontraron que el alto nivel de asociacion entre los anticuerpos
contra E6 y E7 con la enfermedad y la ausencia de los mismos en la poblacion sana,

11



sugiere que E6 y E7 no se expresan en la infeccion latente, y son marcadores de
progresion de la enfermedad y de infeccion activa. Diversos investigadores contindan
realizando estudios acerca de la posible utilizacion de pl6 como marcador de actividad
del cancer cérvico-uterino, en esta revision, los estudios concluyeron que las muestras
con algun grado de lesion muestran sobreexpresion de pl6, y las muestras de pacientes
sanos, no han encontrado marcaje de pl6, por lo que existe una fuerte asociacion entre

enfermedad e inmunohistoquimica positiva para pl6. (2)

12



Hipotesis

La proteina pl6 es un biomarcador suplementario util en las lesiones del epitelio

cervical en pacientes del Hospital Espaiiol.

Objetivo

Evaluar la utilidad del uso de la proteina p16 como biomarcador suplementario en las
lesiones del epitelio cervical y su correlacion con los resultados de la citologia vaginal,
el estudio de colposcopia y el resultado de la busqueda de VPH en el estudio de

inmunohistoquimica, en pacientes del Hospital Espafiol.

13



Material y Método

Se incluiran en el trabajo pacientes que cuentes con citologia cervicovaginal,
colposcopia y biopsia de cérvix, a las cuales se les realizo estudio de
inmunohistoquimica buscando la presencia de proteina pl6 y VPH. Desde el 1 de
enero del 2004 al 31 de julio de 2007 en el Hospital Espafiol. Las pacientes que no
contaran con los tres resultados se excluyeron del trabajo por no tener la informacion
completa. La informacién se obtuvo del archivo del Departamento de Patologia del
Hospital Espafiol. Los resultados de citologia vaginal y colposcopia se obtuvieron de
cada uno de los expedientes de las pacientes. La informacién obtenida se uso para
comparar el resultado de la citologia vaginal, el estudio de colposcopia y estos a su vez
con el resultado de la biopsia de cérvix. Se compararon los resultados de estos
estudios verificando de esta manera la certeza diagnostica que puede aportar el uso de

la proteina p16.

14



Resultados

Se incluyeron un total de 90 casos desde enero del 2004 hasta julio del 2007 las cuales
tenian resultado de biopsia de cérvix asi como de inmunohistoquimica. De estos 90
casos se eliminaron 49 casos ya que no contaban algunas con resultado de

colposcopia o resultado de citologia vaginal.

Casos Incluidos y no Incluidos

L INoO Incluid
()

46%

6% 49, 54%

O No incluidos
M Incluidos

El trabajo incluyo 41 casos los cuales contaban con resultado de citologia vaginal,
estudio de colposcopia y biopsia de cérvix con estudio de inmunohistoquimica para

buscar la presencia de proteina p16.

De estos 41 casos 1 citologia tenia resultado de NIC | (2.43%), otra tenia resultado de

NIC Il (2.43%), 9 (21.95%) con diagnostico de datos de infeccion por VPH y 30

(73.17%) con resultado de negativo a malignidad con cambios inflamatorios.

15



Los resultados del estudio de colposcopia, los 41 estudios fueron satisfactorios, en 30
(73.17%) de ellas se reporté epitelio acetoblanco fino e inflamacion, 1 (2.43%)

hiperplasia glandular y en 10 (24.39%) casos epitelio acetoblanco denso.

E. Acetoblanco fino, Resultados de Colposcopia

30
25
20

R B E. Acetoblanco fino
15 EHiperplasia Glandular
OE. Acetoblanco denso

Hiperplasia Glandular,
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Los resultado de las biopsia de cérvix reportaron VPH positivo en 9 (21.95%) casos y
negativo en 32 (78.04%) casos. Lesidbn escamosa intraepitelial de bajo grado 14
(34.14%), lesion escamosa intraepitelial de alto grado 1 (2.43%), metaplasia escamosa
madura 26 (63.41%) casos. Proteina p16 negativa en 30 (73.17%) casos positiva en 11

(26.82%) casos.

Resultados Biopsia

Metaplasia Escamosa
Madura, 26, 64%

/—LEIEBG, 14, 34%
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\LEIEAG, 1,2%
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Conclusiones

Se trabajo con 41 casos de los cuales en el 21.95% se obtuvo el diagnostico por
citologia cervicovaginal de infeccion por VPH, 2.43% diagnostico de NIC |, 2.43%
diagnostico de NIC lll y 73.17% un resultado de negativo para malignidad. En total el
26.81% de los casos tenian datos de alteracion y presencia de VPH, al realizar estudio
de colposcopia a las 41 pacientes se observo que el 73.17% reporta epitelio
acetoblanco fino, 24.39% epitelio acetoblanco denso y 2.43% hiperplasia glandular. Se
puede observar que muchos de los resultados de citologia vaginal se reportan como
negativos para malignidad pero al realizar estudio de colposcopia a estas pacientes
algunos de los resultados que por citologia vaginal se muestran como normales,

muestran alteraciones en el estudio de colposcopia.

Dentro de los resultados de citologia vaginal de los 9 casos donde reportan presencia
de VPH 5 muestran a la colposcopia epitelio acetoblanco denso y 4 un epitelio
acetoblanco fino, en relacion a los resultados de NIC | y NIC lll, los 2 casos al estudio
de colposcopia reportan epitelio acetoblanco denso. Al realizar las biopsias y observar
los resultados de inmunohistoquimica se observo que el 26.82% de los casos fueron
proteina pl6 positivo es decir el mismo porcentaje de resultados alterados en las
citologias vaginales por lo que se puede observar una correlacion en el resultado de

inmuhistoquimica y el resultado de la citologia vaginal.
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Aunque en el mismo estudio de inmuhistoquimico se observo que de las 41 pacientes
el 21.95% las pruebas mostraron VPH positivo y 78.04% VPH negativo, en este campo
no se pudo observar una correlacion entre los casos con proteina pl6 positiva y los
casos que reportan infeccién por VPH positivo, es decir existe un 4.8% de pacientes en
las cuales tienen positiva la presencia de proteina p16 sin presentar infeccion por VPH,
y las cuales tampoco coinciden con los resultados de la citologia vaginal donde también
se reportan datos de infeccion por VPH sin embargo no se detecto el virus pero si la
alteracion asi como la presencia de proteina p16. Es un porcentaje pequefio el que no
coincide pero puede ser importante debido a que la poblacion de estudio es pequefa.

En este trabajo no se observo casos contrarios es decir casos en los cuales se
reportara por inmunohistoquimica infecciéon por VPH y que la presencia de proteina p16

fuera negativa.

Aunque la poblacion de estudio fue pequefia se puede observar un patron de
comportamiento de la proteina pl16. Se observo que pacientes con citologia que reporta
alteraciones se corrobora la presencia de proteina p16. Es decir esta proteina la cual
lleva poco tiempo de uso en nuestro medio puede ser un biomarcador suplementario
atil para el diagnostico de lesiones del epitelio cervical, mostrando que siempre que
existe una alteracion en la citologia va a coincidir con la presencia de esta proteina y de
esta manera el medico tratante puede marcar la pauta de su manejo y no dejar pasar

estas pacientes.
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Considero que es una buena opcion para el diagnostico integral de lesiones del epitelio
cervical, no es una opcion diagnostica viable como prueba de tamizaje ya que no se
puede hacer en cualquier parte de la republica, se requiere de una infraestructura
particular, ademas del costo de la prueba. Por eso la mejor prueba de tamizaje sigue
siendo la citologia cervicovaginal. Pero esta es una prueba complementaria en la
basqueda de hacer un diagnostico correcto y temprano de las pacientes, para de esta
manera ofrecerle la mejor opcidn terapéutica a nuestra paciente y tratar en la medida
de lo posible disminuir tanto los falsos positivos como los falsos negativos que se

observan en los resultados de las citologias vaginales.
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