REVISTA CIENCIAS BIOMEDICAS

ARTICULO ORIGINAL

BUSQUEDA DEL MARCADOR DE PROGRESION
pl6INK4a EN LAS LESIONES INTRAEPITELIALES
ESCAMOSAS CERVICALES EN MUJERES DE
CARTAGENA DE INDIAS!

SEARCH FOR THE PROGRESSION MARKER pI6INK4a IN
SQUAMOUS INTRAEPITHELIAL LESIONS, IN WOMEN FROM
CARTAGENA DE INDIAS'

Alvarez Coneo Alvaro?

Barrios Garcia Lia®

Borré Arrieta Orlando®

Arzuza Navarro Octavio®

Correspondencia: alalvcon@gmail.com

Recibido para evaluacion: septiembre — 30 — 2010 — Aceptado para publicacion: octubre — 30 — 2010

RESUMEN

Introduccion y objetivo: numerosos marcadores han sido utilizados en el estudio de
la displasia cervical, en este grupo se destaca p16INK4a, una proteina que inhibe las
quinasas dependientes de ciclinas 4 y 6 por lo que se considera supresor de tumores. Se ha
observado inactivacién de esta proteina en canceres y se ha asociado su sobreexpresion
en las lesiones cervicales precursoras. Este estudio busca demostrar la presencia del
marcador p16INK4a en Lesiones Intraepiteliales Escamosas diagnosticadas por biopsia
como indicador de riesgo de progresion, de las lesiones de bajo grado, a lesiones de
alto grado y cancer.

Materiales y métodos: fueron seleccionadas 37 biopsias de pacientes con Lesion
intraepitelial escamosa de bajo o alto grado, que asistieron a consulta de colposcopia en
la Clinica de Maternidad Rafael Calvo, con resultado de citologia anormal, entre marzo
2006 - 2008, La colposcopia se realizd con el equipo MORREL con zoom de aumento de
4x a 40x y la biopsia se informé segun Richard (NIC I-NIC II Y NIC III) homologada e.g.
Bethesda 2001 (Lesion Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado y de Alto Grado. LIE). Para
la inmunohistoquimica, se tomaron cortes (4 um) desparafinados a los que se agregd
anticuerpo monoclonal anti- p16INK4a, dilucién 1:20 (Clon E6H4, Dako Cytomation),
y se reveld la reaccién con un sistema de estreptavidina peroxidasa. El contraste se
realizé con Hematoxilina. Se interpretd segun los criterios de Klaes. Los datos fueron
analizados con SPSS 12.0. X? se utiliza para determinar diferencias significativas entre
los resultados de la colposcopia, la biopsia y la inmunohistoquimica.

Resultados: de los 37 casos, 24 fueron positivos al marcador (45,5%) en LIE de
bajo grado y 93,3% en LIE alto grado. La presencia del marcador se correlacion6
significativamente con las LIE alto grado evaluadas por biopsia (Gold-standard).
Conclusiones: p16INK4a se encuentra presente en el epitelio con displasia cervical,
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sobre todo en las Lesiones de Alto Grado. Las Lesiones de bajo grado positivas para
marcador p16 posiblemente tienen mayor riesgo de evolucionar a lesiones de alto grado
y cancer. Rev.cienc.biomed.2010; 1 (2): 208 - 216

PALABRAS CLAVES
pl6INK4a. Lesion Intraepitelial Escamosa de Bajo y Alto Grado. Carcinoma de cervix.
Virus del Papiloma Humano de alto riesgo VPH-AR.

SUMMARY

Introduction and objective: numerous markers have been used in the diagnosis of
squamous intraepithelial lesion; in this group is included p16INK4a, an important protein
that inhibits ciclyns 4 and 6 dependant of quinases, reason it is considered a potent
suppresor of tumors. Inactivacion of this protein has been observed in patients with
cancer and its overexpression has been related to improve prognosis and interpretation
of the cervical biopsy.

Materials and methods: for this study 37 patients, with abnormal cytology,
who attended consultation of colposcopy in the Clinica de Maternidad Rafael Calvo
(CMRC) were selected, between March 2007 - 2008, for colposcopic, histological and
immunohistochemical studies. For colposcopy MORREL equipment was used, with zoom
lens of 4x to 15x and sample for the biopsy was reported according to Richard (CIN
I-CIN II AND CIN III) accredited e.g. Bethesda: Squamous Intraepithelial Lesions of Low
Degree and High Degree L-SIL and H-SIL . For immunohistochemical analysis, biopsy
sample 4 um sections desparafinized, treated with monoclonal antibody anti p16INK4a
1:20 dilution, were taken (Clone E6H4, Dako Cytomation). Reaction was revealed with
a streptavidin peroxidase system. Contrastation was made with hematoxylin, Data were
analyzed with SPSS 12.0. X?> was used to determine significant differences between
results of colposcopy, biopsy and immunohistochemical test.

Results: of the 37 cases, 24 were positive to the marker (45,5 %) in L-SIL and 93,3 %
in H-SIL. The presence of the marker significantly correlated with the L-SIL diagnosed
by Biopsia (Gold-standard) (p<0.05).

Conclusions: p16INK4a is a useful marker in early prognosis of L-SIL that could
progress to cancer.

KEYWORDS
p16INK4a. H-SIL. L-SIL. Cervical cancer. HR-HPV.

INTRODUCCION

En cérvix se han identificado marcadores
funcionales como inhibidores depen-diente
de la ciclinquinasa -2A, p16INK4a y el RNA
mensajero de los genes E6 y E7 (mMRNA E6/
E7), Ki-67, p53, pRb y citoqueratinas-14,
-13 y- laminina-5 (1, 2).

Los marcadores Ki-67 y p16INK4a utilizados
en lesiones intraepiteliales cervicales pueden
distinguir entre una lesidn intraepitelial
cervical y cambios reactivos celulares, consti-
tuyéndose en una herramienta de la patologia
quirargica (3, 4) y que la sobreexpresion
de p16INK4a es de valor diagndstico en las
neoplasias intraepiteliales asociadas a VPH
de alto riesgo (5, 6, 15,16). También se han
descrito la expresion de p16INK4a, p14ARF
y p53 como marcadores Utiles en lesiones
cervicales y cancer (7). Varios estudios
se refieren al valor de la deteccion por

inmunohistoquimica del marcador p16INK4a
(5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14), como el
marcador mas util en displasias y cancer
cervical.

La busqueda de lesiones premalignas con la
consiguiente prevencion del cancer cervical
se hace con el tamizaje por citologia, con
posterior remisién a colposcopia con biopsia
dirigida. Aunque las caracteristicas cito-
histoldgicas y colposcopicas asociadas a
infeccion por VPH se encuentran identifi-
cadas y bien descritas, son subjetivas
en el diagndstico (20). La variabilidad
interobservador ha sido ampliamente defi-
nida sobre todo en lo que se refiere a las
Lesiones de Bajo Grado, (21, 22, 23). La
morfologia no es una herramienta precisa
y carece de valor predictivo en el desarrollo
ulterior de cancer. De igual manera ocurre
con las imagenes colposcdpicas. La biopsia es
el Gold standard para el diagndstico y toma
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de decisiones en el tratamiento. El estudio
colposcopico es de vital importancia para la
localizacién de lesiones y toma de muestra
para biopsia. Unido a esto la determinacion
inmunohistoquimica de p16INK4a mas una
tipificacion con DNA de VPH de alto riesgo
aportaria informacion de vital importancia.
para orientar el tratamiento de las lesiones
con real riesgo de progresion.(24, 25,26,27,
28,29,30,31,16,17,18,19).

El objetivo de esta investigacion fue detectar
la presencia del marcador de progresion
pl6INK4a, para determinar el riesgo de
progresion en las lesiones intraepiteliales
escamosas de bajo grado (10, 12, 32, 33,
34,35).

METODOLOGIA

Tomay procesamiento de muestras: area
de estudio. Este proyecto fue desarrollado
en la Costa Caribe colombiana en el
departamento de Bolivar, tomando un total
de treinta y siete (37) biopsias de cérvix
de pacientes que acuden a la Unidad de
Patologia Cervical y Colposcopia de la de la
Clinica Maternidad Rafael Calvo, durante el
periodo comprendido entre enero de 2006-
enero de 2008. El criterio de inclusion eran
mujeres con citologia anormal, a quienes se
les realizd colposcopia con biopsia dirigida
cuyo estudio histolégico reporté Lie de Bajo
Grado o Alto grado.

Toma de biopsias: las biopsias fueron
obtenidas bajo visién colposcépica. Las
muestras de las pacientes fueron registradas
y enumeradas de acuerdo a protocolos de
laboratorio. Para la recoleccién de las biopsias
de las pacientes, este proyecto siguio lo esti-
pulado en el Articulo 11 de la Resolucion No.
008430 de 1993 Consentimiento Informado,
de acuerdo con el formato por escrito, del
sujeto de investigacién, o su representante
legal, con las excepciones dispuestas en
dicha resolucion y siguiendo de manera
estricta los lineamientos contemplados en el
Protocolo de Helsinki. Todas las pacientes del
estudio fueron sometidas a un formulario
encuesta, parte integral del estudio. A
las pacientes con citologia anormal se les
practicé colposcopia y las muestras de tejido
obtenidas por biopsia se conservaron en
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formol tamponado y después se incluyeron
en parafina. Posteriormente se practicaron
cortes 4 micras y tincidén con Hematoxilina
y Eosina para evaluacion y diagndstico por
patélogos institucionales.

Inmunohistoquimica: los cortes de 4p se
desparafinaron y se les practicé recuperacion
antigénica con el target retrieval y la Camara
de Pascal, tratamiento con anticuerpo pri-
mario anti-p16, dilucién 1:20, (Clone E6H4,
Dako Cytomation), anticuerpo secundario
biotinizado, streptavidina, Cromégeno: 1
ml de Buffer sustrato mas una gota de
diaminobencidina, utilizando la técnica de
Dako Cytomation, la cual colorea con rapé
al marcador aumentado en concentracion.
Luego se analizaron las placas acorde con los
parametros de Klaes y Sano (8,33).

Analisis estadistico: los datos fueron al-
macenados y posteriormente analizados en
el paquete estadistico SPSS 12.0. Se utilizo
la prueba X2 para comprobar la relacion
entre las pruebas citolédgicas, colposcopica e
histoldgicas.

RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacion del
estudio: el 69% de las pacientes estaban
entre 21 y 45 anos, sblo el 10% estaba
entre 15y 20 afos y el 21% eran mayores
de 46 afios.

Resultados a la citologia, colposcopia
y biopsia: al analizar los resultados de
la colposcopia, teniendo como prueba de
referencia a la biopsia, de 7 lesiones de
alto grado diagnosticadas por la colposcopia
de ellas fueron diagnosticadas en el mismo
sentido por la biopsia. Asimismo, de las 29
lesiones de bajo grado diagnosticadas por
la colposcopia, 9 de ellas fueron clasificadas
por la biopsia como lesiones de alto grado
(31%). Mientras que 2 LIE de bajo grado
habian sido diagnosticadas como cervicitis,
por su aspecto a la colposcopia. Ver Tabla
No 1.

Las citologias reportaron: ASC-US 7(17,9%),
ASC-H 1(2,6%), AGUS 1 (2,6%), LIEBG 23
(59%), LIEAG 7 (17.9%). Los diagndsticos
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colposcopicos fueron: cervicitis 2 (5,1%),
lesién oculta 1(2,6%), LIEBG 29 (74,4%),
LIEAG 7 (17,9%). Las biopsias reportaron:
LIEBG 23 (59%) y LIEAG 16 (41%). Ver
tabla 4.

Analisis inmunohistoquimico: veinticua-
tro (24) biopsias de las 37, fueron positivos
al marcador p16INK4a, distribuidos asi:
El 45,5% de las LIEBG y el 93,3% de
las LIEAG. En 14/15 de las LIEAG, hubo
correlacion estadistica significativa entre la
positividad del marcador y el diagnostico
con Hematoxilina & Eosina, cuando p=0,05.
La mitad de las lesiones de bajo grado
presentaron positividad al marcador (45.5%)
Tabla N° 2.

Dentro de los patrones de expresion del
marcador p16INK4a (8,33), se obtuvieron
diversos patrones de lectura. Tabla N° 3

El 64.86%, de los pacientes reportados como
LIE de bajo grado o LIE de alto grado, dieron
positivos para p16INK4a.

La positividad del p16INK4a para los pacien-
tes de LIE de alto grado, confirma el papel
del p16INK4a como marcador de progresion.
Se encontrd asociacion entre los resultados
de la biopsia y la prueba inmunohistoquimica
(X2 =6.17, p<0,05).

TABLA 1. COMPARACION DE LOS
RESULTADOS DE LA COLPOSCOPIA Y LOS
RESULTADOS DE LA BIOPSIA

BIOPSIAS
COLPOS- e | At | TO-
COPIA TAL

GRADO GRADO
N % N %

Cervicitis 2 100 0 0.0 2

Lesidn oculta 0 0.0 1 100 1

LIE DE BAJO
GRADO 20 | 69.0 9 31.0| 29
LIE DE ALTO
GRADO 1 14.3 4 85.7 5

TABLA 2. COMPARACION DE LOS
RESULTADOS DE LA PRUEBA DE
INMUNOHISTOQUIMICA Y LOS

RESULTADOS DE LA BIOPSIA

INMUNOHISTOQUIMICA

BIOP-
SIA

NEGATIVO | POSITIVO | TOTAL

N % N %o N %
LIE DE
BAJO 12 |54,5| 10 | 45,5 | 22| 100
GRADO
LIE DE
ALTO 1 6,7 | 14 | 93,3 | 15| 100
GRADO

TABLA 3. PATRONES DE RESULTADOS DE
LA PRUEBA INMUNOHISTOQUIMICA

RESULTADOS

%

p16INK4a NEGATIVO EN LIEDE
BAJO GRADO

5

13,5

p16INK4a NEGATIVO EN LIE DE
ALTO GRADO

0,0

p16INK4a NEGATIVO (FOCAL
<5% AISLADO) EN LIE DE BAJO
GRADO

18,9

pl6INK4a NEGATIVO (FOCAL
<5% AISLADO) EN LIE DE ALTO
GRADO

0,0

p16INK4a NEGATIVO (FOCAL
<5% AISLADO) EN LIE NO
GRADUABLE EN BAJO NI ALTO
GRADO EN LA COLORACION DE
H-E DE LA BIOPSIA

2.7

p16INK4a POSITIVO (PATRON
DIFUSO INTENSO) EN LIE NO
GRADUABLE EN BAJO NI ALTO
GRADO EN LA COLORACION DE
HE DE LA BIOPSIA

2.7

p16INK4a POSITIVO (PATRON
DIFUSO INTENSO) EN LIE DE
BAJO GRADO

18.9

p16INK4a POSITIVO (PATRON
DIFUSO INTENSO) EN LIE DE
ALTO GRADO

13

35.1

pl6INK4a (FOCAL DISPERSO)
EN LIE DE BAJO GRADO

8.1

p16INK4a (FOCAL DISPERSO)
EN LIE DE ALTO GRADO

0,0

TOTAL

37

100
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TABLA 4. CORRELACION CITOLOGICA CON COLPOSCOPIA, BIOPSIA Y P16INK4a
DATOS PORCENTUALES

COLPOSCOPIA BIOPSIA P16INK4a

CITOLO- C:i:;’si' ';iflil':: LIEBG | LIEAG | LIEBG | LIEAG | Nega- Posi-
S (%) (%) (%) (%) (%) |tivo (%) | tivo (%)
ASCUS:

7(17,0%) | 1(14:3) 0,0 6(85,7) 7(100) 0,0 3(42,9) | 4(57,1)
ASC-H:

1(2,6%) 0,0 0,0 1(100) 0,0 1(100) 0,0 1(100)
AGUS:

1(2,6%) 0,0 0,0 1(100) 0,0 1(100) 0,0 1(100)
LIEBG:

(223“;2%) 1(4,3) 0,0 21(91,3) | 1(4,3) | 16(69),6 | 7(30,4) | 9(39,1) | 12(52,2)
p16)

LIEAG:

7(17,9%) 0,0 1(14,3) 0,0 6(85,7) 0,0 7(100) | 1(14,3) | 6(85,7)
La Figura N° 1 presenta fotografias micros- DISCUSION

cépicas de lesiones intraepiteliales negativas
y positivas para pl6INK4a y coloracién
hematoxilina eosina.

FIGURA 1. TEJIDOS COLOREADOS CON
HEMATOXILINA EOSINA Y P16INK4A

y b. Control positivo difuso intenso 90%.

y d. LIE DE BAJO GRADO. p16INK4a negativo.

y f. LIE DE ALTO GRADO. p16INK4a positivo difuso intenso
95%.

y h. LIE DE ALTO GRADO. p16 INK4a positivo difuso intenso

y

Y

95%.

j. P16 INK4a focal disperso 70%.

|. H-E lesién dudosa. p16INK4a negativo. Lesion oculta a
la Colposcopia.

Este es el primer estudio de investigacion
descriptivo, realizado en el departamento
de Bolivar, para establecer la presencia
del marcador de p16INK4a, por técnicas
inmunohistoquimicas, en lesiones intraepi-
teliales del cérvix como herramienta Gtil en
el prondstico de lesiones intraepiteliales. La
comunidad presenta los factores de riesgo
que pueden conducir a la contaminacién con
VPH-AR vy a la aparicién de LIEBG, LIEAG y su
posterior evolucién a cancer cérvico-uterino.
(37,38,39,40,41,42,43,44)

Al igual que lo que se reporta en la literatura
y de acuerdo a la historia natural del Virus
del Papiloma humano, observamos que las
pacientes menores de 20 afios presentaron
sblo LIEBG, mientras que los LIEAG se
presentaron en pacientes mayores.

El 64.86%, de las pacientes reportados
como LIE de bajo grado o LIE de alto grado,
dieron positivos para p16INK4a, es decir
ya contenia células con transformacion
tumoral y por consiguiente su deteccidon
es muy temprana, tiempo de ganancia
terapéutica. El alto porcentaje de positividad
al p16INK4a para los pacientes con de LIE
de alto grado, nos muestra concordancia en
el hallazgo y confirma el papel del p16INK4a
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como marcador de progresién. Se encontré
asociacion entre los resultados de la biopsia
y la prueba inmunohistoquimica (X?> =6.17,
p<0,05). Las LIEAG deben tratarse como tal
y no son motivo de conducta expectante.
Hubo un caso con pl16 negativo. Se sabe
que hay un porcentaje de LIEAG que
presentan regresion espontanea, en teoria,
éstas deberian tener el p16INK4a negativo.
El p16INK4a negativo o positivo en LIEAG
serviria para determinar que lesiones tienen
mayor riesgo de recidiva y de esta manera
marcar el prondstico para la curacion defi-
nitiva.

La colposcopia, como método de apoyo
diagndstico, representa un paso fundamental
en el estudio de toda paciente con reporte
de citologia anormal. La lesion oculta a
la colposocopia pone de manifiesto que
la citologia y la colposcopia, son pruebas
complementarias y no excluyentes. Efectiva-
mente cuando comparamos las diferentes
metodologias, como citologia versus biopsia,
el nivel de concordancia es mayor para las
lesiones de alto grado, como se ha reportado
en la literatura mundial (43,44,45,46,47). El
diagndstico definitivo y requisito indispen-
sable para establecer un tratamiento, es el
estudio histopatoldgico (48).

En el presente estudio podria sugerir que
la positividad al pl6INK4a se asocia con
progresion en algunos casos de LIEBG
(39,49) ya que se observo alta correlacion
entre el grado de displasia y el nivel de
expresion del p16INK4a, como se aprecia en
otros estudios (50).

En el caso de LIEAG, con p16INK4a negativo,
corresponde a una paciente cuyo diagndstico
histoldgico con Hematoxilina —~Eosina fue du-
doso entre una cervicitis atrofica severa y
una lesion de alto grado, demostrando en
este caso la utilidad de este marcador en
lesiones morfoldgicamente similares y de
dificil diagnostico (54,55)

Estudios realizados por algunos autores,
apoyan el uso rutinario de la evaluacién
immunohistoquimica del pl6INK4a de
los especimenes cervicales obtenidos con
biopsia para una discriminacién mejor de
lesiones (51). Es importante decir que como

todas las proteinas reguladoras del ciclo
celular, el papel como ayuda diagnodstica
del p16INK4a es limitado (52) y faltan mas
evidencias; quiza por mucho tiempo seguira
siendo la prueba histoldgica (H-E) la prueba
diagndstica para las lesiones intraepiteliales
escamosas cervicales.

Sin embargo se propone fuertemente la
deteccion inmunohistoquimica de p16INK4a
como un complemento a los analisis histo-
patoldgicos con H-E, de manera similar a lo
reportado (53). Su uso seria de gran utilidad
en diferenciar lesiones que simulen displasia
y como una herramienta de alto valor para el
prondstico de las lesiones premalignas.

Es necesario realizar nuevos estudios con
deteccion molecular del VPH asociado a la
presencia o ausencia de positividad del mar-
cador, hacerlo en poblaciones mas grandes y
evaluar su valor predictor de progresion en
estudios de seguimiento.

CONCLUSION

En el diagndstico de las lesiones intraepite-
liales escamosas del cervix, contintan
vigentes el uso de la citologia, la colposcopia
y la histopatologia.

Sin embargo en los casos en que no sea
concluyente la evaluacidon histoldgica, el
marcador pl6INK4a podria ser util para
excluir lesiones no asociadas a riesgo de
cancer. Ademas, en LIEBG, su positividad
0 negatividad serviria para la toma de
decisiones en tratar o no tratar, una vez
conocido su riesgo de progresion. En LIEAG
seria util para determinar prondstico de las
recaidas o de curacion definitiva.

ABREVIATURAS

ASCUS: células Escamosas Atipicas de
Significancia indeterminada

LIEBG: lesion Intraepitelial escamosa de
Bajo Grado
LIEAG: lesion Intraepitelial escamosa de
Alto Grado

VPH AR: Virus del Papiloma Humano de Alto
Riesgo
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