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1.- Introduccién:

El CaCU es el segundo cancer mas frecuente de distribucion mundial que se
presenta en la poblacién femenina, con una estimacién de 530 232 casos nuevos,
de los cuales aproximadamente el 86 % (453 531 casos) se presenta en los paises
en desarrollo. De acuerdo con estimaciones de la OMS en 2008, ! la tasa
estandarizada a nivel mundial es de 15.2 x 100 mil mujeres, solo por debajo del
cancer de mama (38.9 x 100 mil mujeres). Las tasas con mayor incidencia por CaCU
se presentan en las regiones de Africa, sureste de Asiay las Américas, con intervalo
de 30.7,24.4y 15.3 x 100 mil mujeres, respectivamente, que comparativamente con
otras &reas geograficas de baja frecuencia llegan a ser mayores de 1.7 a 3.4
veces?!?,

En los paises de América Latina el CaCU es el segundo cadncer mas comun en
mujeres. Los paises con tasas de incidencia mayores de 30 x 100 mil mujeres son
Guyana (44.7), Nicaragua (39.9), Honduras (37.8), El Salvador (37.2 x 100 mil),
Bolivia (36.4), Paraguay (35.0), Peru (34.5), Venezuela (31.4) y Guatemala (30.5).
Solo Chile y Puerto Rico presentan tasas menores de 15 x 100 mil mujeres (14.4y
7.5, respectivamente). Los paises mas desarrollados muestran tendencias
importantes hacia la disminucion en la incidencia de casos. Por ejemplo, Dinamarca,
gue tenia una tasa de 22.5 x 100 mil en 1975, disminuy6 20 puntos para una tasa
reportada de 2.5 x 100 mil mujeres en 2008. Sin embargo, en paises con menor
desarrollo no es tan evidente esta relacion. Las muertes por CaCU ocupan el tercer
lugar de la mortalidad por cancer en la mujer en el mundo, con un total de 31 712
defunciones,? lo cual representa el 8.22 % de las muertes ocurridas por neoplasias
malignas, con una tasa de mortalidad estandarizada de 7.8 x 100 mil mujeres. Las
tasas de mortalidad son coincidentes con la incidencia reportada para paises en el
area de las Américas. Las tasas de mortalidad méas elevadas por arriba de 20 x 100
mil mujeres se observaron en Jamaica, Guyana y Nicaragua, mientras que las mas
bajas, menores a 7 defunciones x 100 mil mujeres se reportaron en Uruguay, Chile
y Puerto Rico (6.8, 6.6 y 2.8 respectivamente).* En los paises en desarrollo la mayor

importancia del CaCU se debe a las altas tasas de mortalidad reportadas, las cuales



estan relacionadas con el diagnostico tardio en etapas avanzadas de la
enfermedad.>® En México, de acuerdo con la OMS (2008), la frecuencia de casos
nuevos de CaCU fue de 10 186, lo cual representa una tasa estandarizada a nivel
mundial de 19.2 x 100 mil mujeres; esto implica un riesgo acumulado de 1.94 x 100
mujeres.! El CaCU ocupa el segundo lugar en frecuencia de morbilidad por
neoplasias malignas en la mujer, después del cancer de mama (27.2 x 100 mil
mujeres), a diferencia de las mujeres hispanas residentes en Estados Unidos, donde
el CaCU ocupa el séptimo lugar de las neoplasias, mientras que el cAncer de mama
se mantiene en la primera posicion. Para el 2017 se estima un total 1,7 millones
mujeres tendrdn Cancer cervicouterino, se estiman 12,820 nuevos casos y una
mortalidad de 4,120 casos. ’

La tasa de mortalidad en México disminuyd aproximadamente 2.5 % por afio en la
década de los noventa y aproximadamente 5 % por afio en la Gltima década, con un
estimado en el 2008 de 9.7 x 100 mil mujeres (5061 defunciones), el cual se
considera todavia excesivamente alto.3®

La introduccién del tamizaje para el CaCU ha reducido la incidencia de cancer; sin
embargo, la tasa de Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) en sus diferentes grados
es significativamente alta. °

La infeccién genital por VPH es considerada como una de las infecciones mas
frecuentes de transmision sexual (ETS) en la poblacion mundial, presente sobretodo
en mujeres jovenes, aunque también estan ampliamente difundidas entre adultos
que han sido sexualmente activos.1° La infeccién del epitelio escamoso del tracto
genital por diferentes tipos de VPH se manifiesta en forma clinica, subclinica o
latente. La infeccion clinica por VPH se define como cualquier lesion visible en el
epitelio 0 que causa sintomas. La infeccion subclinica no causa sintomas y puede
diagnosticarse solo con ayuda del colposcopio 0 microscopio, mientras que la
infeccidn latente no se asocia con anormalidades del epitelio escamoso y puede ser
detectada solo por virologia. La historia natural de la infeccion por VPH demuestra
gue la resolucion espontanea se presenta en el 90 % de mujeres
inmunocompetentes en aproximadamente el curso de dos afos.!! La tasa de
infeccion en poblacion femenina se estima en 40 % para mujeres de 20 a 29 afios
de edad y en poblacién general independiente de la edad se reportan cifras de 13 a
15 9%,10.12.13 cifras que exceden por mucho el nimero de casos de cancer invasor
estimado en menos del 0.01 %. Por otro lado, mas del 98 % de los casos de cancer
invasor del cérvix uterino estan asociados a algun tipo de VPH. Esta es la principal
razén por la que se ha establecido que la infeccion por VPH es una causa necesaria



pero no suficiente para desarrollar un cancer invasor.'* Asi se han determinado
otros factores de riesgo que se asocian tanto a la adquisicion de una infeccion por
VPH como a su persistencia, condiciones que favorecen el subsecuente desarrollo
de un cancer invasor. Entre ellos se encuentran los tipos y subtipos virales, entre
los que se identifican como los de mayor probabilidad para la persistencia de la
infeccion los VPH 31, 16, 58 y 52. La carga viral, definida como el nimero de
genomas de VPH presentes en las células, ha mostrado una correlacion con la
severidad de la enfermedad. Niveles mayores de VPH de alto riesgo fueron
detectados en NIC3 y lesiones invasoras, comparados con los presentes en
lesiones de bajo grado.®

La biopsia cervical es la prueba ideal para el diagnéstico de estas lesiones, sin
embargo, esta puede tener una variabilidad inter e intra observador significativa.
Esto es favorecido por el tamafio tan pequefio de las biopsias, los cortes
tangenciales, los artefactos térmicos y la coexistencia inflamatoria. 16-17



2.- Marco Tebrico

La neoplasia intraepitelial escamosa cervical es clasificada en NIC 1, NIC 2
y NIC 3 por el grado de compromiso epitelial. Las tasas de progresion de NIC 1 a
NIC 3 y al carcinoma invasivo son 10% y 1% respectivamente. Las tasas de
progresion correspondientes de NIC2 son de 20% y 5%, y de NIC3 a cancer invasivo
es del 129%.18-19

Las lesiones intraepiteliales pueden ser tratadas de manera efectiva para prevenir
la progresion al cancer. En el caso del NIC1 es usualmente recomendado el
seguimiento estrecho sin tratamiento escisional. En el caso de las lesiones NIC 2-
NIC 3 son tratadas de manera escisional. 2°

El virus del papiloma humano (VPH) es un virus de Familia de papiloma virus que
esta bien reconocida como causa del cancer cervical y de sus lesiones precursoras,
especialmente los tipos de alto riesgo. La actividad carcinogénica es mediada a
través de dos oncoproteinas virales, E6 y E7. Las proteinas E6 y E7 tienen la
capacidad de obligar a las proteinas reguladoras de las células huésped.

La disfuncion del gen supresor de tumores p53 causada por la proteina E6 inhibira
la muerte celular del programa mientras que la inactivacion de la proteina

retinoblastoma (pRb) por la proteina E7 conduce a mutacion celular no controlada.
21-22

Esta desregulacion preclinica celular podria ser evidenciada de manera clinica por
el estudio de la inmunohistoquimica de algunas proteinas, tales como, p16 y Ki67.

P16 es una proteina reguladora del ciclo celular. Su funcién es regulan la
proliferacion celular en fase G1-S y negativamente influenciar la proliferacion celular
a través de una relacion reciproca con otra proteina supresora de tumores pRb.

La sobreexpresion de pl16 podria encontrarse en células con inactivacion pRb que
es comUnmente presente en la infeccién por VPH). 23

Ki67 es una proteina nuclear y nucleolar expresada sélo en fases activas del ciclo
celular (fases G1, S, G2y M), pero no en las fases de reposo (GO y estadio temprano
G1). Sobreexpresion de Ki67 se correlaciona con alta proliferacion celular. La
infeccion de VPH incrementa la proliferacion del epitelio, por lo que una tincién
incrementada del Ki 67 puede ser un indicador de infecciéon por VPH. 23-24

En ciertos casos, los cambios reactivos, inmaduros, metaplasia o cambios atréficos
del cuello uterino pueden mostrar caracteristicas morfolégicas similares a lesiones
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intraepiteliales de bajo y alto grado, lo cual no puede determinarse con el uso de
hematoxilina y eosina de rutina, la aplicacion de estos dos biomarcadores
moleculares. 3

Mas recientemente el proyecto Lower Anogenital Squamous Terminology (LAST)
de 2012 incorporo cambios en su terminologia de clasificacion para reflejar las
lesiones escamosas del trayecto ano genital asociadas al VPH, en concreto al NIC2
se estratifico basandose en la inmunotincién p 16, de modo que las muestras que
son negativas para el p 16 se denominan lesiones intraepiteliales escamosas de
bajo grado y las positivas para el pl6 se denominan lesiones intraepiteliales
escamosas de alto grado.

En el 2007 Van Nickerk y col reportaron una sensibilidad y especificidad del P16 y
Ki 67 para el diagnéstico de lesiones intraepiteliales cervicales de un 85-90%
incrementando 5% cuando se usan en combinacién. 2°

La persistencia de la infeccion por VPH es necesaria para la persistencia o
progresion de las lesiones. Por lo que determinar un marcador que nos ayude a
predecir la persistencia de la infeccién tiene un valor clinico considerable. 26



3.1 Planteamiento del problema

El incremento en la expresion del pl6/ Ki 67 se asocia a un mayor riesgo de
recurrencia en las lesiones de alto grado (NIC2/NIC3)

3.2 Formulacién del Problema

¢, Cual es la asociacion de la expresion del P16/Ki 67 con la recurrencia en pacientes
con lesiones de alto grado (NIC2/NIC3)?

3.3 Objetivos

3.3.1 Objetivo General

Nuestro estudio tuvo como objetivo evaluar la expresion de pl6 y Ki67 en las
lesiones de alto grado NIC2, NIC 3 asi como se asociacion de estas proteinas
con la recurrencia.

3.3.2 Objetivos especificos

1. Describir las pacientes con recurrencias
2. Describir las pacientes sin recurrencia
3. Establecer la expresion de la proteina P16 y del Ki 67 en estas pacientes

3.3.3 Objetivos Secundarios

1. Describir las caracteristicas clinicas de mi poblacion.
2. Establecer el tiempo de recurrencia posterior al tratamiento
3. Establecer el periodo libre de enfermedad

3.4 Justificacion

Un diagnostico correcto reducira un Intervenciéon quirdrgica, tratamiento excesivo y
la angustia por el seguimiento innecesario.

3.5 Limitaciones



Al tratarse de un estudio retrospectivo se debe considerar sesgo de seleccion.
Se identificd otro sesgo de informacion como su asociacion con infeccion del VPH
y el andlisis de otros factores de riesgo como el antecedente de tabaquismo y el

tiempo transcurrido entre el ultima parto y el dx

3.6 Fortalezas:

El seguimiento estrecho y adecuado que llevan las pacientes en el Cancerologia de
acuerdo a lo estipulado por las normas de salud.

El tiempo de seguimiento por 10 aflos para poder establecer el periodo libre de
enfermedad a 5 afios con mayor seguridad.

El tamafio de la poblacién estudiada (107 casos con diagnéstico de LIEAG)

4. Hipotesis

El porcentaje de asociacion de la expresion del P16/Ki 67 con la recurrencia en
pacientes con lesiones de alto grado (NIC 2/NIC 3)

5.Definicion y categorizacion de variables:

Expediente: (#) Cuantitativa, continua

Edad (#afnos): Cuantitativa, continua

Fecha de Diagnéstico: Cuantitativa, continua

Gestas: (#) Cuantitativa, continua

Método de planificacion familiar: (ninguno/oclusion tubaria bilateral, preservativo,
DIU, otros): Cualitativa nominal politmica

Inicio de vida sexual: (#) Cuantitativa, continua

Numero de parejas sexuales: (#) Cuantitativa, continua

Antecedentes personales patoldgicos: (ninguno/ HIV/ DM2/ Otros): Cualitativa
nominal politbmica

Citologia cervical: (positivo/negativo): Cualitativa nominal dicotdémica

Citologia cervical: (negativo/ ASCUS/ LEIBG/LIEAG): Cualitativa nominal politdmica
Colposcopia: (negativo/ Grado 1/ Grado 2): Cualitativa nominal politomica
Histologia (NIC 2/NIC 3) Cualitativa nominal dicotomica
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Tratamiento (Cono cervical/ Histerectomia total abdominal) Cualitativa nominal
dicotomica

Fecha de la recurrencia: Cuantitativa, continua

Recurrencia o progresion: (negativo/ positivo) Cualitativa nominal dicotdmica

Tipo de recurrencia o progresion: (negativo/ NIC1/NIC2/NIC3): Cualitativa nominal
politdmica

Tratamiento de la recurrencia: (Re-Cono cervical/l Histerectomia total
abdominal/Laser) Cualitativa nominal politbmica

Expresion de P16: (positivo/negativo/se desconoce): Cualitativa nominal politbmica
Expresion de Ki 67: (1/3, 2/3, 3/3 del epitelio/se desconoce): Cualitativa nominal
politbmica

Porcentaje de Expresion de Ki 67: (0-100%): Cuantitativa, continua

Fecha de la Gltima consulta: Cuantitativa, continua

6. Metodologia
6.1 Disefio de Investigacion

Estudio retrospectivo.

6.2 Poblacion y muestra

Poblacion: Pacientes con tratados con tratamiento escisional en el Instituto
Nacional de Cancerologia de Enero 2005 a Diciembre 2015

Muestra: Todos los pacientes con diagnoéstico de referencia de LIEAG corroboradas

en el Instituto Nacional de Cancerologia de Enero 2005 a Diciembre 2015

6.2.1 Criterios de Inclusion:
1. Pacientes mayores de 18 afos
2. Pacientes femeninas que acudieron al Instituto Nacional de Cancerologia,
referida por citologias con LIEAG Enero 2005 a Diciembre 2015 que se
corroboran por colposcopia y biopsia cervical

3. Pacientes con Lesion intraepitelial de alto grado (NIC 2-NIC 3).
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4. Revision en colposcopia a las 4-6 semanas post tratamiento, con
seguimiento semestral por 10 afios.

5. Que contara con citologia de ingreso, biopsia confirmatoria del diagndstico y
biopsia confirmatoria de la recurrencia o progresion.

6. Larecurrencia o progresion se manejaron de manera similar debido a que el
diagndstico de estos establecié posterior a los 6 meses de la primera revision
post tratamiento. Con reporte de patologia de cambios citopaticos asociados
a infeccion del VPH, o NIC (1,2,3)

7. Todos los casos incluidos en el estudio fueron revisados por un patélogo
experimentado en patologia ginecologica.

6.2.2 Criterios de Exclusion:

1. Pacientes con expedientes incompletos.

2. Pacientes con bloques de parafina que no se encontraban disponibles para
el procesamiento de la inmunohistoquimica por el servicio de patologia.

3. Agquellos que durante el proceso de tincion y de inmunohistoquimica fueron
dafados.
Pacientes con diagnéstico de CaCuU in situ o micro invasor en el cono.

5. Pacientes con margenes positivos persistentes post cono o0 post

histerectomia.

6.2.3 Metodologia en la revision por patologia

El procesamiento de patologia
Se recaban los bloques de parafina de las pacientes con diagnéstico de LIEAG
confirmado por biopsia (NIC 2/ NIC 3). Se les realiza corte de 3 mm, estos fueron

tefiidos con hematoxilina y eosina (H&E) para su revision por el patdlogo experto en
area ginecologia. Figura 1-3
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" " Figura 1 Negativa para displasia

Figura 2. NIC 2

Figura 3 NIC 3

Se realiz6 tincién inmunohistoquimica en cortes de parafina de 3 mm fijados con
parafina, estos cortes fueron montados en portaobjetos, posteriormente fueron
secados durante 15 minutos. Los tejidos fueron des parafinados y rehidratados, con
xileno y etanol, blogueados con peroxidasa enddégena bloqueada con 3% H202 por
20 minutos. Las secciones fueron pre tratadas, con buffer de citrato, pH 6,0 en
microondas durante 13 minutos. Y se incubaron en solucién de proteinas de
bloqueo, durante 10 minutos.

Todas las laminillas se incubaron con una dilucién 1:10 de disolucién primaria del
P16 (Ventan, A., Medical Systems, EE.UU.), dilucion 1. 200 del Ki67 (Dako,
Dinamarca) durante 120 minutos a temperatura ambiente seguida de anticuerpo
secundario (kit de Envision, Novocastra, Newcastle, UK) durante 30 minutos y
finalmente con diaminobenzidina durante 6 minutos. Todas las muestras fueron
tefiidas con hematoxilina durante 2 minutos y montadas en vidrio recubierto.

La evaluacion de la inmunohistoquimica

La expresion de inmunohistoquimica fue interpretada por el patélogo experto en
patologia Ginecolégica (Dr. José Gregorio Chanona Vilchis).
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La expresion positiva del P16 fue interpretada como difusa tanto a nivel nuclear
como citoplasmatica. (Figura 4-5-6). La tincion focal o solo citoplasmatica fue
considerada no especifica e interpretada como negativa.

La tincion de los epitelios focales y esporadicos fueron considerados como
negativos

. Figura 4. Negativa para P16

Figura 5. Expresion difusa del P16 en el epitelio displasico NIC2

Figura 6. Expresion difusa del P16 en el epitelio displasico NIC3

La expresion positiva del Ki67 fue diagnosticada a nivel nuclear (figura 7-8-9). Se
determiné el porcentaje de expresion de esta.

.,

Figura 7. Negativa para Ki 67

Figura 8. Expresion difusa del Ki 67 en el epitelio displasico NIC2
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6.3 Recoleccion de datos

Las variables fueron registradas en base de datos en software IBM SPSS Statitics
V 20, provenientes del expediente electronico del Instituto Nacional de
Cancerologia, asi como de los expedientes fisicos disponibles en el archivo clinico

de la institucion.

7. Analisis de datos

Los datos fueron analizados por estadisticas descriptivas. Se utilizaron el nimeroy
el porcentaje para describir las variables categoricas, y la media y el rango para las
variables continuas. La expresion de pl6é Y Ki67 y su asociacion con el
histopatolédgico fueron analizados mediante la prueba de tincion en asociacion con
el histopatoldégico Chi cuadrado. Un valor P <0.05 se consideré significativo.

Se realiz6 el andlisis de correlacidbn de spearman entre las recurrencias de las
lesiones de alto grado y la expresiéon de P16 y Ki 67

Se determinaron los riesgos de recurrencias en lesiones de alto grado asociados a
la expresion de P16 y Ki 67 (Odds ratios).

Se determinaron los riesgos de recurrencias en NIC 2 asociados a la expresion de
P16 y Ki 67 (Odds ratios).

Se determinaron los riesgos de recurrencias en NIC 3 asociados a la expresion de
P16 y Ki 67 (Odds ratios)

Se establecio el periodo libre de enfermedad en general, en las pacientes que
expresaban P16 y Ki 67 mediante graficas de Kaplan- Meier

8.-Resultados

Entre los 107 casos incluidos en el estudio, la edad media de las mujeres fue de 31
afios (25 -40 afnos). El promedio de embarazos fue de 2 (1-3). En cuanto al método
de planificacion familiar el 50.4% no tenian algin método o ya tenian un método
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definitivo, el 35.5% utilizaban hormonales, 9.35% utilizaban el preservativo y el 4-
67% utilizaban el dispositivo.

En cuanto al inicio de vida sexual el promedio de edad de inicio fue de 16 afios (15-
18), con un namero de parejas promedio de 1 (1-3).

De sus antecedentes cronico degenerativos el 89.72% eran pacientes sanas, 4.67%
tenian el DX VIH y el 1.87% Diabetes Mellitus.

Se les tomo citologia a todas las pacientes a su ingreso siendo esta positiva para
lesién de bajo o alto grado en el 79.25%. Con los siguientes resultados Negativa
para lesion intraepitelial o malignidad 20.75%, ASCUS/ AGC en el 7.55%, LIEBG
34.91% y LIEAG el 36.79%

A la revision con colposcopia, el diagnéstico fue normal en el 6.54%, hallazgos
grado 1 en el 29.91% y hallazgos grado 2 en un 63.55%

Se tomo biopsia de las lesiones identificadas y se realizé revision por patologia de
las mismas encontrando un diagnostico histopatologico de NIC 2 fe de 85.05% y
NIC 3 14.95%.

Se llevaron a procedimiento escisional 88.97% de las pacientes, a histerectomia el
9.35% y tratamiento con laser el 1.87%

Se muestra la TABLA 1 de las Caracteristicas Generales de las pacientes.

Tabla 1. Caracteristicas generales de las pacientes. N=107
Edad* 31 (25-40)
Gesta* 2 (1-3)
MPF**
Ninguno/definitivo 54 (50.47)
Hormonal 38 (35.51)
Preservativo 10 (9.35)
DIU 5 (4.67)
IVSA* 16 (15-18)
No. de parejas* 1(1-3)
Enfermedades cronico degenerativas**
Ninguna 95 (89.72)
VIH 5 (4.67)
DM 2 (1.87)
Otros 4 (3.74)
Citologia positiva** 84 (79.25)
Dx de citologia**
Negativa 22 (20.75)
ASC/AGC 8 (7.55)
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LIEBG 37 (34.91)

LIEAG 39 (36.79)
Dx de colposcopia**

Negativo 7 (6.54)

Grado 1 32 (29.91)

Grado 2 68 (63.55)
Dx de biopsia**

NIC 2 91 (85.05)

NIC 3 16 (14.95)
Tratamiento**

Cono 95 (88.79)

Histerectomia 10 (9.35)

Laser 2 (1.87)

* Mediana (rango intercuartilar)

** VValor absoluto (valor relativo)

MPF Método de Planificacion Familiar, DIU Dispositivo intrauterino, IVSA Inicio de
vida sexual activa, DM Diabetes Mellitus , ASC Células Escamosas Atipicas, AGC
Células Glandulares Atipicas, LIEBG Lesion Intraepitelial de Bajo Grado, LIEAG
Lesion intraepitelial de Alto Grado, NIC 2 neoplasia intraepitelial cervical grado 2
, NIC 3 neoplasia intraepitelial cervical grado 3.

Se realizé un analisis comparativo entre pacientes que presentaron recurrencia vs
controles

Se identificaron 28 pacientes con recurrencia que corresponden al 26.17% de toda
la poblacién con LIEAG, la edad media de las mujeres fue de 30 afios (24-41 afos),
comparando estos con el grupo control la edad de las pacientes promedio fue de 31
anos (25-40anos). Sin diferencia significativa. EI promedio de embarazos fue de 2
(1-3.5) en las pacientes con recurrencia y en los controles de 2(1-3). Sin diferencia
significativa.

En cuanto al método de planificacién familiar el 35.71% no tenia algdn método o
tenian ya método definitivo las pacientes con recurrenciay en los controle el 55.70%
encontrando una diferencia significativa entre ellas, de las pacientes que
presentaron recurrencia el 35.71% utilizaban hormonales, comparado con sus
controles 35.44%, sin diferencia significativa, de las pacientes con recurrencia el
17.86% utilizaban el preservativo y el grupo control 6.33%, en las pacientes con
recurrencia el 10.71% utilizaban el dispositivo a diferencia de los controles 2.53%

En cuanto al inicio de vida sexual el promedio de edad de inicio fue de 16 afios (15-
17.5) en las pacientes con recurrenciay los controles 17 afios (15-18) sin diferencia
significativa entre ellas.
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Con respecto al numero de parejas promedio de 2.5 (1-4) en las pacientes con
recurrenciay en los controle de 1 (1-2) encontrando aqui una diferencia significativa

De sus antecedentes cronico degenerativos el 78.57% eran pacientes sanas en el
grupo de recurrencia comparado con un 93.67% en el grupo control encontrando
una diferencia significativa, 17.86% tenian el DX VIH todas ellas con recurrencia a
diferencia de ninguna paciente en el grupo control y el 2.53% Diabetes Mellitus en
el grupo control, sin identificar pacientes con diabetes mellitus en el grupo de
recurrencia.

Se les tomo citologia a todas las pacientes a su ingreso siendo esta positiva para
lesién de bajo o alto grado en el 71.43% en el grupo con recurrencia 'y en el grupo
control 82.28%. Con los siguientes resultados Negativa para lesion intraepitelial o
malignidad 28.57% en el grupo de recurrencia y en el grupo control de 17.72 % con
diferencia significativa, ASCUS/ AGC en el 3.57%en el grupo con recurrencia y en
el grupo control de 8.86&, LIEBG 53.57% de las pacientes con recurrencia y en los
controles en el 29.11 en cuanto a LIEAG el 14.28% pacientes con recurrencia y en
los controles 44.30%.

A la revision con colposcopia, el diagnostico fue normal en el 10.71%, en las
pacientes con recurrencia y en el grupo control en el 5.06%, con hallazgos grado 1
en el 35.71% en las pacientes con recurrencia y en los controles el 27.85% y
hallazgos grado 2 en el grupo de recurrencia en un 53.57% a diferencia del grupo
control en un 67%

Se tomd biopsia de las lesiones identificadas y se realizo revision por patologia de
las mismas encontrando un diagnostico histopatoldgico de NIC 2 fe de 82.14% en
las pacientes con recurrencia y en el 86.08% en el grupo control y NIC 3 17.86% en
el grupo con recurrenciay en el 13.92% en el grupo control.

Se llevaron a procedimiento escisional 89.29% de las pacientes con recurrencia y
en el grupo control en el 88.61, sin diferencia significativa entre ellos en el
procedimiento terapéutico, de histerectomia en el 7.14% en el grupo con recurrencia
y en el 10.13% en el grupo control y tratamiento con laser en el 3.57% en el grupo
con recurrencia vs el grupo control en el 1.27%

Tabla 2 Comparativo entre el grupo de recurrencias y controles

Tabla 2. Comparativo de las recurrencias vs controles

Recurrencia | Control P

28 (26.17) 79 (73.83)
Edad* 30 (24-41) 31 (25-40) | 0.934
Gesta* 2 (1-3.5) 2 (1-3) 0.714
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MPF**
Ninguno/definitivo 10 (35.71) 44 (55.70) | 0.057
Hormonal 10 (35.71) 28 (35.44)
Preservativo 5 (17.86) 5 (6.33)
DIU 3(10.71) 2 (2.53)
IVSA* 16 (15-17.5) | 17 (15-18) | 0.674
No. de parejas* 2.5 (1-4) 1(1-2) 0.029
Enfermedades cronico degenerativas**
Ninguna 22 (78.57) 74 (93.67) | 0.002
VIH 5(17.86) 0
DM 0 (0.0) 2 (2.53)
Otros 1 (3.57) 3 (3.80)
Citologia positiva* 20 (71.43) 65 (82.28) | 0.18
Dx de citologia*
Negativa 8 (28.57) 14 (17.72) | 0.014
ASC/AGC 1 (3.57) 7 (8.86)
LIEBG 15 (53.57) 23 (29.11)
LIEAG 4 (14.28) 35 (44.30)
Dx de colposcopia*
Negativo 3(10.71) 4 (5.06) 0.362
Grado 1 10 (35.71) 22 (27.85)
Grado 2 15 (53.57) 53 (67.09)
Dx de biopsia*
NIC 2 23 (82.14) 68 (86.08) | 0.616
NIC 3 5(17.86) 11 (13.92)
Tratamiento*
Cono 25 (89.29) 70 (88.61) | 0.675
Histerectomia 2(7.14) 8 (10.13)
Laser 1(3.57) 1(1.27)
* Mediana (rango intercuartilar)
** Valor absoluto (valor relativo)
MPF Método de Planificacion Familiar, DIU Dispositivo intrauterino, IVSA
Inicio de vida sexual activa, DM Diabetes Mellitus , ASC Células Escamosas
Atipicas, AGC Células Glandulares Atipicas, LIEBG Lesion Intraepitelial de
Bajo Grado, LIEAG Lesion intraepitelial de Alto Grado, NIC 2 neoplasia
intraepitelial cervical grado 2, NIC 3 neoplasia intraepitelial cervical grado 3.

Se evalud las caracteristicas de las recurrencias en las 28 pacientes.

Encontrando que en 25 de ellas la recurrencia fue de NIC | o Cambios citopaticos
asociados a infeccion por VPH corroborado por biopsiay NIC 2 en 3 pacientes

19



El tratamiento establecido para las recurrencias fue de vigilancia en las 25 pacientes
con NIC 1 o Cambio Citopaticos asociados a Infeccion por VPH. Y Reconizacion en
3 pacientes con NIC 2

Tabla 3. Caracteristicas de las recurrencias

Tabla 3. Caracteristicas de las recurrencias
Recurrencia** 28 (26.17)
Tipo de recurrencia**
Ninguna 79 (73.83)
VPH/NIC | 25 (23.36)
NICII 3 (2.80)
TX recurrencia**
Vigilancia 25 (89.29)
Reconizacion 3(10.71)
** Valor absoluto (valor relativo)
VPH: Cambios citopéaticos asociados a la infeccion del virus del papiloma humano
NIC I: Neoplasia intraepitelial cervical grado 1
NIC II: Neoplasia intraepitelial cervical grado 2

Se realiz6 el analisis de la correlacion de Spearman entre la expresion de P16 y
Ki67 con las recurrencias en las lesiones de alto grado.

Tabla 4: No encontrando una correlacion significativa entre ellas.

Tabla 4. Correlacion entre recurrencias en lesiones de alto grado y la presencia
de P16y Ki 67.*
Recurrencia Controles Coeficiente de | p
28 (26.17) 79 (73.83) correlacion
P16 positivo 19 (70.00) 59 (79.73) 0.04 0.69
Ki 67
1/3 + 6 (24.00) 10 (13.70) 0.02 0.88
2/3 + 6 (24.00) 28 (38.36)
3/3 + 13 (52.00) 35 (47.95)
* Correlacion de Spearman

Se establecieron los riesgos de recurrencia en lesiones de alto grado asociados a
la presencia de P16 y Ki 67

Tabla 5: No se encontré un mayor riesgo de recurrencia con la expresion del P16 y
del Ki 67 a diferencia de los controles

Tabla 5. Riesgos de recurrencias en lesiones de alto grado asociados a la presencia

de P16 y Ki 67.
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Recurrencia Controles OR (IC 95%) P
28 (26.17) 79 (73.83)
P16 positivo* | 19 (70.0) 59 (79.73) 0.81 (0.27-2.37) | 0.69
Ki 67** 0.3 (0.2-0.4) 0.3 (0.2-0.4) 1.61 (0.13-20.3) | 0.71
1/3 +* 6 (24.0) 10 (13.70) Referencia
2/13+* | 6(24.0) 28 (38.36) 0.36 (0.09-1.37) | 0.13
3/3 +* 13 (52.0) 35 (47.95) 0.62 (0.19-2.05) | 0.43

* valor absoluto (porcentaje)
*mediana (rango intercuarticular)
OR: odd ratio

Se establecieron los riesgos de recurrencia en NIC 2 asociados a la presencia de
P16y Ki 67

Tabla 6: No se encontré un mayor riesgo de recurrencia con la expresion del P16 y
del Ki 67 a diferencia de los controles

Tabla 6. Riesgos de recurrencias en NIC 2 asociados a la presencia de P16 y Ki 67.

Recurrencia Controles OR (IC 95%) P
20 (24) 64 (76)
P16 positivo* | 16 (80.0) 51 (79.69) 1.02 (0.29-3.57) | 0.97
Ki 67** 0.3 (0.1-0.4) 0.3 (0.1-0.4) 8.5 (0.45-160.3) | 0.15
1/3 +* 4 (20.0) 8 (12.7) referencia
2/3 +* 5 (25.0) 27 (42.86) 0.37 (0.79-1.17) | 0.20
3/3 +* 11 (55.0) 28 (44.44) 0.78 (0.19-3.15) | 0.73

* valor absoluto (porcentaje)
**mediana (rango intercuarticular)
NIC: neoplasia intracervical, OR: odd ratio

Se establecieron los riesgos de recurrencia en NIC 3 asociados a la presencia de
P16y Ki 67

Tabla 7: No se encontré un mayor riesgo de recurrencia con la expresion del P16 y
del Ki 67 a diferencia de los controles

Tabla 7. Riesgos de recurrencias en NIC 3 asociados a la presencia de P16 y Ki 67.
Recurrencia Controles OR (IC 95%) P
5 (31.25) 11 (68.75)
P 16 positivo* | 3 (60.0) 8 (72.7) 0.37 (0.04-3.99) | 0.41
Ki67** 0.3 (0.2-0.4) 0.3 (0.2-0.4) 0.04 (0.006- | 0.11
3.07)
1/3 +* 2 (40.0) 2 (20.0) Referencia

21



2/3 +*

1 (20.0)

1 (10.0)

1 (0.03-28.8) NS

3/3 +*

2 (40.0)

7 (70.0)

0.29 (0.02-3.50) | 0.33

* valor absoluto (porcentaje)

**mediana (rango intercuarticular)

NIC: neoplasia intracervical, OR: odd ratio, NS: no significativo

Se determiné el periodo libre de enfermedad a 5 afios en las 107 pacientes

PLE a5 afios 65.45% (IC 95% 52.69-75.58). No se alcanz6 la mediana

0.50 0.75 1.00
| | |

0.25
|

0.00
|

Periodo libre de enfermedad

50

meses

T
150

Se evalud el Periodo libre de enfermedad segun pl6

P16 negativo

PLE a 5 afios 69.68% (IC 95% 40.95-86.51). Mediana no alcanzada

P16 positivo

PLE a5 afios 66.24% (IC 95% 50.92-77.78). Mediana no alcanzada

P=0.57
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Periodo libre de enfermedad segun p16
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Se evalud el Periodo libre de enfermedad segun K67

K67 1/3 positivo

PLE a5 afios 56.57% (IC 95% 26.84-78.14). Mediana no alcanzada
K67 2/3 positivo

PLE a5 afios 69.56% (IC 95% 36.35-87.79). Mediana no alcanzada
K67 3/3 positivo

PLE a5 afios 63.70% (IC 95% 43.63-78.25). Mediana 111 meses

P=0.56
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Periodo libre de enfermedad segun k67
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9. Discusion

En nuestra institucién las Lesiones intraepitelilaes de alto grado representa un
namero importante de pacientes. Las caracteristicas generales de nuestra
poblacion no difirieron significativamente de las reportadas en otras poblaciones. Se
identificaron 28 pacientes con recurrencia que corresponden al 26.17% de toda la
poblacion con LIEAG.

Como hemos desarrollado en los resultados expuestos previamente, la poblacién
fue femenina con un promedio de edad de 31 afios (rango 25-40 afios), sin una
diferencia significativa entre el grupo de recurrencia y el grupo control.

A diferencia de otros estudios la incidencia de la recurrencia/ progresion se asocia
de manera significativa con la edad. Hasta un 56.5% mujeres > 50 afios vs 21.4%
en mujeres de 30-39 afios, Solo el 5.9% en las mujeres de 20 a 29 afios (X?: 23.123
p: 0.00005). ?7

En otro estudio de Radha Malapati y col, establecen que la edad mayor o igual a 46
afos es un factor de riesgo significativo en al analisis uni y multivariado. Establecen
un riesgo de recurrencia a 2,3 y6 afios de 0.64,0.59 y 0.39 p:0.001. 28

El promedio de embarazos fue de 2 (1-3.5) en las pacientes con recurrencia y en
los controles de 2(1-3). Sin diferencia significativa.
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Encontramos lo mismo a lo reportado en la literatura. Yusuke Tanaka y col. No
encontraron un incremento de riesgo significativo por el nUmero de gestas par a la
recurrencia o persistencia de las lesiones tratadas post cono HR 1.56 (0.66-4.30 p:
0.3268).2°

En cuanto al método de planificacion familiar el 35.71% no tenia algin método o
tenian ya método definitivo las pacientes con recurrenciay en los controle el 55.70%
encontrando una diferencia significativa entre ellas, de las pacientes que
presentaron recurrencia el 35.71% utilizaban hormonales, comparado con sus
controles 35.44%, sin diferencia significativa, de las pacientes con recurrencia el
17.86% utilizaban el preservativo y el grupo control 6.33%, en las pacientes con
recurrencia el 10.71% utilizaban el dispositivo a diferencia de los controles 2.53%.

A diferencia de lo reportado en la literatura existe una menor expresion de P16 en
las pacientes que usan condon de manera consistente pos tratamiento de
conizacion, tanto en el andlisis univariado y multivariado. O.R. 0.18 (0.09-0.38). 30

Existen estudio contradictorio en el rol del Preservativo en la prevencion de la
recurrencia por de las lesiones asociadas a VPH. 31-33

Entre las mujeres usuarias de anticonceptivos orales, el riesgo de CaCU aumenta
con el incremento en la duracion del uso (riesgo relativo —RR— para cinco afios o
mas comparado con no usuarias, 1.9, IC 95 % 1.7-2.1). El riesgo disminuye al mismo
nivel de las no usuarias después de 10 afios de suspender el uso.3*

En un estudio se observé que las mujeres usuarias de hormonas sexuales
esteroideas tienen un efecto interactivo dependiente de un polimorfismo de la
haptoglobinas, una proteina que actia en la modulacién de la respuesta inmune
local en epitelios. Se observé que en las portadoras del alelo 1 de la haptoglobina 'y
usuarias de hormonales esteroideos el RR aumentd seis veces en relacion con las
no portadoras y las no usuarias.3®

En cuanto al inicio de vida sexual el promedio de edad de inicio fue de 16 afios (15-
17.5) en las pacientes con recurrenciay los controles 17 afios (15-18) sin diferencia
significativa entre ellas. Y con respecto al nimero de parejas promedio de 2.5 (1-4)
en las pacientes con recurrencia y en los controles de 1 (1-2) encontrando aqui una
diferencia significativa. Hallazgos similares a lo reportado en la literatura. 33

De sus antecedentes cronico degenerativos el 78.57% eran pacientes sanas en el
grupo de recurrencia comparado con un 93.67% en el grupo control encontrando
una diferencia significativa, 17.86% tenian el DX VIH todas ellas con recurrencia a
diferencia de ninguna paciente en el grupo control y el 2.53% Diabetes Mellitus en
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el grupo control, sin identificar pacientes con diabetes mellitus en el grupo de
recurrencia.

En mujeres infectadas con HIV la frecuencia de infeccion por VPH es de alrededor
del 50 %y llega hasta el 75 % en edades de 25 a 34 afnos, casi cuatro veces mayor
a la reportada en poblacion sin riesgo. En este grupo de mujeres se observa una
mayor frecuencia de infeccion relacionada con un menor conteo de células CD4 y
mayor severidad de lesiones cervicales.36

En el estudio de Menghan Zhu y col un factor pre-conizacion que se asocio a
persistencia de la enfermedad o recurrencia de la lesion es el estado serologico del
as pacientes con VIH (p<0.0001). 28

Existe poca reproducibilidad inter-intraobservador entre los patologos. El rol de los
biomarcadores para gradificar de manera adecuada las lesiones e identificar las
verdaderas lesiones alto grado.

La mayoria de las anormalidades cervicales de bajo grado, se asocian una
replicacion viral benigna, que tendrd una remision espontanea 70-80% y en las
mujeres jovenes menos de 25 afios hasta el 90%.37-3°

En contraste el NIC 3 tiene un mayor potencial de progresion a cancer 0.2-4% en
12 meses. Una proporcion alta tendra persistencia o progresion a pesar del
tratamiento. 4°

ElI NIC 2 es controversial su diagnostico, su comportamiento bioldégico no es bien
entendido. Este tiene una tasa de remision e 15-23% hasta 55%. Los NIC 2 que son
positivos P16 tiene menos regresiones y mayor probabilidad de recurrencia o
progresion que las que son P16 negativos. 4!

Es ahi la utilidad de los biomarcadores para el diagnostico, tratamiento y
seguimiento de las lesiones de alto grado (NIC2- NIC 3).

Se ha identificado que una expresion difusa del P16 > 25% tiene un alto riesgo de
progresion una lesidbn mayor que los P16 negativos. Con una sensibilidad del 86%
y especificidad del 60% para predecir progresion. 42

Estudios previos han evaluado la expresion de biomarcadores por
inmunohistoquimica en lesiones intraepiteliales cervicales. Reportado la expresion
del p16 en 45% al 100% en CIN2 / 3. Tabla 8. 43-50

Nuestro estudio Encontr6 expresion pl6 en 71% CIN3 y en el 80 % NIC 2.
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Tabla 8. Expresion del P16 en las lesiones intraepiteliales cervicales.

NIC 2/3 Criterios de Positividad por

inmunohistoquimica

P16 positivo

Volgareva et al, 2004 42.5% Nucleo y citoplasma

Wang et al 2004 94.7% Cualquier reaccion

Murphy et al 2005 98.7% Nucleo y citoplasma

Benevolo et al 2006 95.2% Nucleo y citoplasma

Ishikawa et al 2006 87.5% Reaccién marcada o intensa en el sitio de
lesion

Queiroz et al 2006 93.4% Nucleo y citoplasma

Hairi & Oster 2007 100% Nucleo y citoplasma basal y parabasal

Aislani et al 2013 100% Nucleo y citoplasma basal y parabasal

La variacion de las tasas de expresion puede depender de los criterios que definen

la expresién positiva.

Tres Estudios utilizaron criterios de tincion nuclear o citoplasmatica. Como positivo
mientras que nuestro estudio requeria tanto Tincién nuclear. Tabla 9 4350

Nuestro estudio Encontr6é expresion Ki67 en 88% CIN3 y en el 83 % NIC 2.

Tabla 9. Expresion del Ki 67 en las lesiones intraepiteliales cervicales.

Keating et al 2001 83.3% Nuclear por arriba de la region parabasal
Agooff et al 2007 88.7% Tincioén nuclear 1/3 por arriba del epitelio
Conesa et al 2009 89% Nuclear por arriba de la region parabasal
Walts & Bose 2009 98% Tincion nuclear > 25% del epitelio
Cavalcante et al 2012 74% Tincién nuclear 1/3 por arriba del epitelio
Jackson et al 2012 83.3% Nuclear por arriba de la region parabasal

EIKi67 en los NIC2 es un factor prondstico predictivo independiente de progresion.

51-53

Krusey col, presentaron un modelo predictivo de progresién que evaluaba el indice
de estratificacion (Si90) y el % de Ki 67 para clasificar a las mujeres n alto o bajo
riesgo de progresion. Estableciendo como bajo riesgo las pacientes con Si90 < 0.57

y Ki67 <30%. 54
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Un analisis de subgrupo de pacientes conizadas por NIC 2 con Ki 67 positivo como
factor de riesgo predictivo de recurrencia. >°

Las tasas de expresion de P16 Y Ki67 se asociaron directamente con el Gravedad
de las lesiones cervicales, pero debe interpretarse con precaucion porque en
nuestro estudio hubo falsos positivos puede ser el resultado de la inflamacién o
infeccion de HR-HPV.

La posible razén para Expresion (falso negativo) en casos de = CIN 2 puede ser
Causado por el VPH de bajo riesgo debido a que la afinidad de la proteina E7 del
VPH de bajo riesgo es mucho menor que la de HR-HPV

Se evalud las caracteristicas de las recurrencias en las 28 pacientes. Encontramos
gue en 25 de ellas la recurrencia fue de NIC | o Cambios citopaticos asociados a
infeccion por VPH corroborado por biopsia y NIC 2 en 3 pacientes de ellas la
recurrencia fue de NIC | o Cambios citopaticos asociados a infeccion por VPH
corroborado por biopsia.

Se realiz6 el analisis de la correlacion de Spearman entre la expresion de P16 y
Ki67 con las recurrencias en las lesiones de alto grado. No encontrando una
correlacion significativa entre ellas. P 16 (Coeficiente de correlacion de 0.04, P:
0.69) y de Ki 67 (Coeficiente de correlacion de 0.02, P: 0.88)

Cuando se evalué la correlacion con respecto a los controles no se identificé un
mayor riesgo de recurrencia ante la expresion del P16 y del Ki 67 en las lesiones de
alto grado. P 16 (OR de 0.81, P: 0.69) y de Ki 67 (OR de 1.61, P: 0.71)

En el analisis especifico de riesgo de recurrencia en NIC 2 asociados a la presencia
de P16y Ki 67. No se encontré un mayor riesgo de recurrencia con la expresion del
P16 y del Ki 67 a diferencia de los controles. P 16 (OR de 1.02, P: 0.97) y de Ki 67
(OR de 8.5, P: 0.15)

En el analisis especifico de riesgo de recurrencia en NIC 3 asociados a la presencia
de P16y Ki 67. No se encontré un mayor riesgo de recurrencia con la expresion del
P16 y del Ki 67 a diferencia de los controles. P 16 (OR de 0.37, P: 0.41) y de Ki 67
(OR de 0.04, P: 0.11)

La persistencia o progresion de la lesion depende la historia natural dela patologia
por si mismo y de la respuesta del huésped ala infeccién.

La expresion del P 16 y la sobre expresion del Ki 67 tiene muy poca relacion con la
persistencia o progresion de las lesiones de alto grado.
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El P16 y el Ki67 pueden incrementar la seguridad del diagnostico de las lesiones
cervicales, pero como lo identificamos en nuestro estudio. Pingping Zhong y col
establecen que estos marcadores no pueden predecir la persistencia e la lesion o
la progresion de esta. 56

Solo se identifico un estudio realizado por Daliana Casas y col, que establecen que
la expresion del P16 puede ser considerado como un biomarcador en las neoplasias
alto grado para alto riesgo de recurrencia OR 16.71 (3.37-82.96). >/

En nuestro estudio se determin6 como objetivo secundario establecer el periodo
libre de enfermedad a 5 afios en las 107 pacientes y este fue de 65.45% (IC 95%
52.69-75.58). No se alcanz6 la mediana.

Se evalud el Periodo libre de enfermedad segun pl6. Si este el P16 fue negativo el
PLE a 5 afos 69.68% (IC 95% 40.95-86.51). Mediana no alcanzada y si este fue
positivo, el PLE a 5 afios 66.24% (IC 95% 50.92-77.78). Mediana no alcanzada

No determinando una diferencia significativa entre ellas. P=0.57

Se evalud el Periodo libre de enfermedad segun K67. Si este fue positivo en 1/3 de
la lesion el PLE a 5 afios 56.57% (IC 95% 26.84-78.14). Mediana no alcanzada. En
los que expresaron Ki 67 2/3 del epitelio el PLE a 5 afios 69.56% (IC 95% 36.35-
87.79). Mediana no alcanzada y en los que lo expresaba en los 3/3 el No
determinando una diferencia significativa entre ellas. P=0.56

No se encontraron estudios que establezcan biomarcadores que determinen el
Periodo libre de enfermedad en las lesiones de alto grado. La mayoria de los
estudios se enfocan en la evaluacion del P16 y Ki67 para confirmar el grado
histolégico de la lesion.

11. Conclusion.

En conclusion, p16 y Ki67 son marcadores disefiados para establecer el
grado de las lesiones cervicales. La expresion de estos es mayor en las lesione
intraepiteliales de alto grado.

El P16 parece asociarse a un evento temprano para el desarrollo de la Lesion
intrapitelial cervical y el Ki 67 durante la evolucion de esta.

EL P16 y el Ki 67 no tienen un valor pronéstico para predecir persistencia o
progresion de la lesidn en pacientes con lesiones de alto grado.
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12. Aspectos administrativos

La informacién fue recabada de expedientes clinicos en forma fisica y electronica

de los pacientes que cumplieran los criterios de inclusion y tuvieran criterios de

exclusion del archivo clinico del Instituto Nacional de Cancerologia.

13.- Cronograma de Actividades

No. | Actividad Marzo- | Mayo- Julio
Abril Junio 2017
2017 2017
01 | Aprobacion de protocolo
02 | Recopilacion de Expedientes
03 | Inicio de Base de Datos con las variables a
evaluar
04 | Término de Base de datos
05 | Tabulacion de datos
06 | Andlisisy de datos
07 | Redaccion de resultados
08 | Presentacion de datos y gréaficas.
09 | Elaboracion de conclusiones y
recomendaciones
10 | Redaccion y revision del informe final
11 | Control de calidad del informe de
investigacion por la universidad.
12 | Presentacion de los resultados a los

docentes.
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