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RESUMEN

En México, el 38.5% de los tumores malignos de la mujer corresponden a cancer cervicouterino
(CaCu), siendo la segunda causa de muerte por neoplasia en mujeres mayores de 25 afios. Se ha
demostrado una relacion entre el virus del papiloma humano de alto riesgo (VPHAR) con la
carcinogénesis cervical, ya que su integracién en el genoma celular, permite la sobreexpresion de
sus proteinas E6 y E7 que interaccionan con p53 y pRb, lo que desregula el ciclo celular e induce

INK4a

proliferacion celular y sobreexpresion del inhibidor de cinasa dependiente de ciclina p16 y de

la proteina nuclear Ki-67. Con la finalidad de relacionar la presencia y estado fisico del DNA del

VPH con la expresién de p16™®

y Ki-67 en lesiones premalignas de mujeres residentes de la
ciudad de México, se llevé a cabo un estudio transversal comparativo en 209 biopsias y/o conos
de cuello uterino de mujeres residentes del Distrito Federal, que por valoracién citologica
presentaron algun grado de lesion premaligna (NIC) durante el 2005. Las muestras fueron fijadas
en formol neutro al 10%, procesadas por la técnica histolégica de inclusion en parafina
obteniendo cortes de 5um, los cuales fueron procesados por la técnica de H-E para realizar el
diagnostico histoldgico clasificando los casos como neoplasia intraepitelial cervical | (NIC )
(n=51), NIC II (n=49), y NIC Ill (n=92), ademas de un grupo control (negativo a NIC) (n=17). A
partir de este material se realiz6 la técnica inmunohistoquimica (IHQ) para la determinacion in situ
de p16™*@ y Ki-67, y la hibridacion in situ (HIS) para detectar el estado fisico del DNA del VPH ya
sea episomal (expresion difusa) o integrado (expresion puntiforme). En la poblacién de estudio la
edad oscil6 entre 15 a 67 afios. El rango de edad en el que se presentd la mayor incidencia de
NICs fue en el de 21 a 40 afios, y se asoci6 significativamente con el IVSA antes de los 18 afios.
La infeccién por VPHAR se presentd en el 81.9% de los casos de lesiones cervicales y predominé
el estado episomal (50.7%) del genoma viral. El estado fisico del DNA del VPHAR se asoci6 con
la progresién de las NICs, ya que el patrén de expresion puntiforme se relaciond con mayor riesgo
de progresion. La infeccion por VPHBR se presentd en el 40% de los casos de las lesiones
cervicales estudiadas y ésta fue principalmente como co-infeccion con VPHAR. La determinacion
de la expresién y localizacion de proteinas relacionadas con la regulacién del ciclo y proliferaciéon

INK42 v/ Ki-67, son (tiles como marcadores del grado y progresién de NIC,

celular como lo son p16
asociandose la expresion difusa de p16™<** y alta de Ki-67 con la progresién de la lesion. Asi
mismo, la integracion del VPHAR se asocié significativamente con la expresion alta de Ki-67 y

difusa de p16™*,



ABSTRACT

In Mexico, cervical cancer (CC) accounts for 38.5% of malignant tumors in women, and it is the
second cause of death in women over 25 years of age. The association between the high risk
human papilomavirus (HRHPV) with cervical carcinogenesis, due to viral genome integration in the
host cell genome has been well established. E6 and E7 proteins are overexpressed, inducing
interaction with p53 and pRb which disrupts the cell cycle leading to proliferation and
overexpression of p16™“*? (cyclin-dependet kinase) and Ki-67 (nuclear protein). Our purpose was
to establish the association between the presence and physical status of the VPH genome with the

expression of p16™*

and Ki-67 in premalignant lesions found among the female population in
Mexico City. Our study design is comparative cross-sectional using 209 biopsies and/or cones of
the uterine cervix of Mexico City residents. All samples showed a certain degree of premalignant
lesion (CIN, cervical intraepithelial neoplasia) by cytological evaluation. The samples were fixed in
10% buffered formalin and paraffin embedded, sectioned to 5uym and subsequently stained by H-E
stain for histological diagnosis. The cases were classified as CIN | (n=51), CIN Il (h=49) and CIN l1lI
(n=92), and a control group (CIN negative) (n=17). Immunohistochemistry (IHC) was used for in

situ determination of p16™<*2

and Ki-67 proteins, and in situ hybridization (ISH) was used to detect
the condition of the viral DNA of either form, episomal (diffuse expression) or integrated ( punctate
expression). The population studied had an age range of 15 to 67 years. The age with the greatest
incidence of CIN was 21 to 40, having a significant association with the initiation of an active
sexual life ( ASL) before 18. The HRHPV infection was shown in 81.9% of the cervical lesions, the
viral genome was predominantly episomal (50.7%). The HRHPV DNA status was associated with
progression of the CIN lesions, and the punctate pattern was related with higher risk of
progression. Infection by LRHPV was shown in 40% of the cervical lesions, mainly as a co-
infection with HRHPV. Determining the expression and location of proteins related to cycle

INK4a

regulation and cell proliferation such as p16 and Ki-67, may be useful as a marker of the grade

INK4a

and progression of CIN, associating the diffuse expression of p16 and high expression of Ki-67

with the progression of the lesion. Also, the HRHPV was found to be significantly associated with

high expression of Ki-67 and diffuse expression of p16"™*2,
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I. INTRODUCCION

El cadncer cervicouterino (CaCu) se presenta por la progresién de una serie de cambios en las
células que cubren las paredes del cuello uterino (la porcién inferior del Utero que termina en
el canal vaginal). Estas células inicialmente son normales y gradualmente se convierten en
premalignas, manifestandose como lesiones en la pared de dicho cuello uterino.
Eventualmente pueden cambiar a células malignas; sin embargo, en mas del 50% de las
mujeres con lesiones premalignas, las células no desarrollan neoplasia maligna. Con
frecuencia, en sus etapas iniciales el CaCu no muestra sintomas por lo que a menudo no se

detecta hasta que esta en estado avanzado (CNCC 2004).

1.1 Etiologia del cancer cervicouterino

Se ha demostrado una funcion causal necesaria, pero no suficiente, de ciertos tipos genéticos
de papilomavirus humanos (VPH) en la carcinogénesis del carcinoma cervicouterino.
Asimismo, se han realizado diferentes estudios que han permitido establecer algunos tipos de
cofactores predisponentes para el desarrollo de este cancer, como la edad de inicio de las
relaciones sexuales, promiscuidad, paridad, infecciones bacterianas, infecciones virales,
estimulos hormonales, estado inmunolégico, higiene, alteracion del pH local y mala nutricion
entre otros (Tamayo et al. 2001; Ledn y Bosques 2005; Larizgoitia 2001; Castafieda et al.
1998).

1.2 Caracteristicas generales de los papilomavirus

Los papilomavirus son un grupo de virus pequefios, de 50 a 52 nm de didmetro, que
pertenecen a la familia Papillomaviridae, los cuales tienen afinidad por las células de piel y
mucosas (altamente especie especificos), en las que inducen el desarrollo de lesiones
proliferativas. La estructura de los papilomavirus consiste de una capside proteica icosaédrica
compuesta de 72 capsOmeros y no estan provistos de envoltura (Zamora 2000). El genoma
esta constituido por DNA de doble cadena de aproximadamente 8,000 pares de bases. La
secuencia nucleotidica del genoma de los papilomavirus humanos contiene 8 marcos de
lectura abierta (ORF), ubicados en una de las dos cadenas del DNA. Se han identificado ORF

organizados en regiones de expresion temprana (E) que codifican para proteinas relacionadas

-1-



con la replicacion, transcripcion (E1 y E2 respectivamente), para el ensamblaje viral y la
proliferacion celular (E4 y E5) y para la transformacion celular (E6 y E7); y en regiones de
expresion tardia (L) que codifican para proteinas de la capside (L1 y L2). Existe también una
region de control denominada large control region (LCR) que se encarga de regular la

expresion de los genes tempranos E6 y E7 (Castafieda 2000; Zamora 2000).

Hasta el momento se han identificado alrededor de 100 tipos de VPH en humanos, de los
cuales alrededor de 25 se han vinculado con la produccion de lesiones genitales
intraepiteliales e invasoras. Los genotipos virales de VPH se clasifican actualmente en las
categorias de bajo riesgo oncogénico (BR), y alto riesgo oncogénico (AR), dependiendo de la
frecuencia con que se han identificado en las lesiones benignas, de bajo grado, alto grado, y
lesiones cancerosas. Se consideran en la categoria AR a los subtipos virales 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51,52, 56, 58 59, 68, 73y 82; y en la categoria BR a los subtipos 6, 11, 34, 40, 42,
43, 44,54, 61, 70, 72 y 81 (Larizgoitia 2001; Melo et al. 2003; Diestro et al. 2007).

En el ambito mundial la prevalencia de VPH se ha registrado en 99,7% de los carcinomas
cervicouterinos, en los que los tipos oncogénicos 16 y 18 se han detectado con mayor
frecuencia, sin embargo, algunos estudios internacionales recientes han incluido a los otros
subtipos de AR antes mencionados (Lewis 2004). La distribucion geografica es diferente para
cada tipo, y resalta la presencia del VPH16 en todos los paises con excepcion de Indonesia
(Castellanos 2003; Azua et al. 2004).

1.3 Transmisién del VPH

La infeccion por VPH representa una de las infecciones de transmisién sexual de mayor
frecuencia en el mundo. Al parecer, la inoculacion del VPH se lleva a cabo a través de
microerosiones en la zona de transformacion escamo columnar, que dejan expuestas las
células basales del epitelio escamoso y permiten la union entre los receptores presentes en
dichas células con las proteinas de la capside viral. Una vez que se lleva a cabo el paso
anterior, el virus ingresa al citoplasma de la célula mediante interacciébn con proteinas
transmembranales como la a-integrina. El virus se establece en las células basales bajo la
forma conocida como episomal (DNA no integrado), y se replica de manera discreta y
coordinada con la célula hospedera (pocas unidades de genoma viral por célula) por



activacion de genes tempranos como E1 y E2. Cuando la célula alcanza el ultimo estrato de
maduracion, el genoma viral ya ha aumentado hasta miles de unidades por célula. Ademas de
gue en este Ultimo estrato, se forma la capside por activacion de los genes tardios (L), dando
lugar a viriones completos que pueden volver a infectar nuevas ceélulas basales (Figura 1)
(Rivera et al. 2006).

1.4 Historia natural del caAncer cervicouterino

La historia natural de esta enfermedad implica la progresion gradual por etapas premalignas
limitadas al epitelio denominadas neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) de grado | a lll
de acuerdo a la proporcion del grosor del epitelio cervical con alteraciones morfologicas o
lesiones de bajo y alto grado, segun su correspondencia en el sistema Bethesda. La tasa de
progresion de la NIC | se encuentra entre el 6% y el 34%, variando en relacion con las
distintas estrategias de deteccién oportuna, poblaciones en estudio, medios socioculturales y
estandares de atencion sanitaria implementados en cada pais. Se reconoce una fase de
infeccion aguda por VPH con una tasa de regresion espontanea de alrededor del 50 a 70%
(lesién de bajo grado). La infeccion crénica por VPH se debe a la incorporacion del DNA viral
al genoma celular y el desarrollo de lesiones de alto grado que presentan una tasa de
progresion a carcinoma invasor de hasta 70% (Figura 1) (Serman 2002; Woodman et al.
2007).

1.5 Estado fisico del DNA viral

El DNA viral puede encontrarse en las células infectadas en forma episomal (libre del nucleo
celular o extracromosomal) o integrado al DNA celular. Estos estados fisicos del DNA viral
determinan el tipo y grado de la lesién. En las lesiones premalignas sobretodo de bajo grado
el DNA del virus permanece en estado episomal. La integracién del DNA del virus al DNA
celular es el paso fundamental en la progresién de las lesiones intraepiteliales de alto grado
(NIC 2 a NIC 3). En los carcinomas el DNA viral se encuentra integrado (Ojeda 2002; Ojeda
2003; Pett y Coleman 2007).
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Figura 1. Infeccion por VPH y progresién a cancer cervicouterino. Los viriones aprovechan la
erosion del epitelio para infectar a las células basales expuestas y se establecen en ellas en estado
episomal; aprovechando el recambio normal del epitelio, las unidades de genoma viral se incrementan
hasta que en el estrato superior se produce la lisis celular liberando nuevos viriones con capacidad
infectiva. Una vez que el DNA viral se ha integrado al DNA celular se suspende el ciclo replicativo y se
inicia el proceso de carcinogénesis con la consecuente invasiéon (Tomado de Woodman et al. 2007).

a) Integracion del DNA viral al DNA celular

La integracion del genoma del VPH se ve favorecida por la presencia de un sitio llamado fra3b
en el cromosoma 3, el cual predispone al DNA celular a mutaciones e integracién de DNA de
plasmidos, bacteriéfagos y virus debido a que en este sitio los mecanismos de reparacion del
DNA fallaron o la integracion de nucleodtidos es defectuosa, impidiendo la expresion génica
normal (Lopez y Aristizabal 2006).

b) Consecuencias moleculares de la integracion viral

Cuando una célula normal recibe una sefial para proliferar, existe un aumento en la
concentracion de ciclinas que forman un complejo con las respectivas cinasas dependientes
de ciclinas (C/CDK), este complejo fosforila a una serie de proteinas necesarias para

promover la progresion del ciclo celular, como por ejemplo la proteina producto del gen del
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retinoblastoma (pRb). Existe una familia de proteinas pequefias denominadas inhibidores de
los complejos ciclina/cinasas dependientes de ciclina (IC/CDK) que al detectar alguna
anomalia en el desarrollo del ciclo celular, detienen la progresion de éste inhibiendo la
actividad del complejo C/CDK. Dentro de esta familia de proteinas inhibidoras se encuentran,
entre otras, la pl16, p21, p27 y p57. Toda ésta sefializacion celular se lleva a cabo en la
transicion de la fase G1 a la S, por lo que es de mucha importancia en la carcinogénesis ya
gue en ese momento se pueden inactivar varias proteinas, ya sea por una mutacion del gen o
una inactivacion funcional. En este punto las tres proteinas mas importantes son la pRb, p21y
p53, ésta Ultima puede detener el ciclo celular cuando el DNA estad dafiado para que sea
reparado o inducir apoptosis cuando el dafio al DNA es severo. (Peralta et al. 1997).

Durante el proceso de integracién, se interrumpe la transcripcibn genética normal de las
células, lo que permite al VPH aumentar la expresion de oncoproteinas como las E6 y E7.
Estas proteinas son las responsables de la transformacion celular, debido a su capacidad de
unirse e inactivar por la via de la ubiquitina a las proteinas intracelulares p53 y pRb. La
ubiquitinacién de estas proteinas debida a E6 y E7, favorece la acumulacion de mutaciones
en los cromosomas provocando deterioros en la regulacion del ciclo celular, lo cual
incrementa la poblacion de células que hospedan a los genomas virales (Garcia 2006; Knebel
2006; Mufios et al. 2003; Gariglio et al. 1999).

Como ya se sabe, diversos tipos de VPH pueden infectar el cérvix. Sin embargo, Unicamente
los tipos de alto riesgo estan asociados con el cancer cervical debido a la actividad de sus
oncogenes. Lo anterior puede explicarse debido a que existen algunas diferencias en la
actividad de las proteinas E6 y E7 entre virus de bajo y alto riesgo.

La proteina E7 de los virus de alto riego tiene las siguientes funciones: (Figura 2):
= Mayor afinidad de unién a la proteina pRb
» Mediar la degradacion de pRb por ubiquitinacién mediante el proteosoma

De la misma manera, la proteina E6 del virus de alto riesgo lleva a cabo las siguientes

actividades (Figura 2):



» Mayor afinidad de unién a p53 que induce la degradacién de dicha proteina y la
inhibicidn de la apoptosis por la activacion del factor de transcripcion NF-kB.

» Formaciéon de un complejo con la ligasa de ubiquitina E6AP conocida como proteina

asociada a E6, p53 y ubiquitina, que permite la degradacion por el proteosoma.

» Activacion de la subunidad catalitica de la telomerasa, mediante degradacion de su
represor (NFX1) con lo cual la célula podria inmortalizarse

» Degradacién de proteinas con dominios PDZ, como la PATJ proteina asociada a la
zona de oclusion, con lo que se pierde el contacto célula-célula y se favorece la pérdida

de la polaridad celular (Gonzalez 2007; Narisawa y Kiyono 2007).
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Figura 2.Mecanismo de accion de las proteinas E6 y E7 de los tipos alto riesgo sobre proteinas
celulares. En la parte superior se muestra que la proteina E6 del virus de alto riesgo unida a E6AP
(proteina de union a E6) ubiquitina a p53, proteinas con dominios PDZ y a NFX1 favoreciendo la
acumulacién de mutaciones que inhibiran la apoptosis, la transformacion oncogénica y la activacion de
la telomerasa, respectivamente. En la parte inferior se observa la accion de la proteina E7 viral sobre
pRb resultando en la degradacion de esta ultima (Tomado de Narisawa y Kiyono 2007).



1.6 Epidemiologia del cancer cervicouterino

a) Panorama mundial del CaCu

Segun la Organizacibn Mundial de la Salud (OMS) el CaCu es la segunda causa de
mortalidad por neoplasia maligna en las mujeres en todo el mundo. El 80% de los casos
corresponden a paises en vias de desarrollo, y cerca de 500 000 casos nuevos se
diagnostican cada afo, por lo tanto, se considera un problema serio de salud publica a nivel
mundial. La mayoria de las mujeres que desarrollan este cancer tienen entre 40 y 50 afios de
edad. Sin embargo, cada vez es mas comun ver mujeres jévenes infectadas, diagnosticadas
con cancer cérvicouterino a edades entre 20 y 30 afios. En el afio 2001, practicamente el 12%
de todas las neoplasias en las mujeres correspondieron a CaCu. Se reportaron 369,500 casos
nuevos en paises en vias de desarrollo, en tanto que en los paises desarrollados el nimero

de casos fue de 96,100 en el mismo afio (Hidalgo 2006; Novoa 2001).

En el continente americano la reduccidbn en la incidencia y mortalidad por cancer
cervicouterino ha dado lugar a tasas significativamente bajas, menores a 10 casos por cada
100.000 mujeres, en Canada y Estados Unidos. Sin embargo, en la mayoria de los paises de
América Latina y el Caribe, las tasas de incidencia y mortalidad anuales se mantienen
elevadas, la primera por arriba de 25 casos por cada 100,000 mujeres, y la ultima superior a
10 casos por cada 100,000 mujeres. Estas cifras ubican a estas regiones de América dentro
de aquellas que tienen las tasas de incidencia y mortalidad por cancer cervicouterino mas
altas del mundo, Gnicamente superadas por Africa Oriental y Melanesia (Tabla 1) (Lewis
2004).

b) Cancer cervicouterino en México

En México, el 38.5% de los tumores malignos de la mujer corresponden a CaCu, siendo asi la
segunda neoplasia mas importante entre la poblacion mexicana y, la segunda causa de
muerte por neoplasias en mujeres mayores de 25 afos. Durante el periodo 2001-2006 la
incidencia nacional se comporté practicamente constante, con tasas entre 9.5 en el afio 2001

a 9.83* en el 2006, y un solo pico de 10.75* en el afio 2003 (Tabla 2 y figura 3). En lo que

’ Tasa por 100 000 habitantes femeninos mayores de 14 afios



corresponde a la mortalidad, en el periodo 1990 - 2000 se registraron un total de 48761
muertes por cancer cervicouterino, comenzando en 1990 con 4280 muertes al final del afio, y
alcanzando 4620 muertes por afio para el 2000. Estos datos permiten considerar que durante
este periodo murieron 13 mujeres diariamente debido a esta neoplasia, tomando como
numerador las 48761 muertes y como numerador los 3650 dias en dicho periodo (Palacio et
al. 2003; SSA 2006).

Tabla 1. Tasas de incidenciay mortalidad por cada 100.000 mujeres en Ameérica Latinay
el Caribe 2000

Regidn Tasa de incidencia Tasa de mortalidad
Africa Oriental 44.32 24.24
Melanesia 43.81 23.78
Centro América 40.28 17.03
Caribe 35.78 16.84
América del Sur 30.92 11.97
América del Norte 7.89 3.23

En el afilo 2001, la tasa de mortalidad por CaCu fue de 8.8 por cada 100,000 mujeres,
mientras que para el afio 2002 este mismo indicador disminuyd a 8.6 por cada 100,000
mujeres. Para éste mismo afio se considera que se presentaron 16 muertes diarias por CaCu,
ya que se diagnosticaron 12 512 casos nuevos de los cuales 5 777 fueron decesos. Esta
enfermedad fue la primera causa de muerte por cancer entre las mujeres mexicanas,

ocupando un 16.6% de todos los canceres (Novoa 2001; Hidalgo 2006; Lopez y Lizano 2006).

c) Cancer cervicouterino en el Distrito Federal

La incidencia de cancer cervicouterino en el Distrito Federal durante el periodo 2001-2006 se
comporté como una curva que inicia en el afio 2001 con una tasa de 12.97* y comienza a
ascender en el 2003, alcanzando su mayor valor en el 2004 con 16.93* posteriormente
empieza a declinar en el 2005 a 16.11*, culminando en el 2006 con una incidencia de 11.47
Dichos valores fueron mayores a los registrados para todo el pais, cuya incidencia

permanecio casi estatica (Tabla 2 y figura 3) (SSA 2006).



Tabla 2 Tasa* de incidencia de cancer cervicouterino en el Distrito Federal en el periodo
2001-2006

ANO DISTRITO FEDERAL NACIONAL
2001 12.97 9.5
2003 16.45 10.75
2004 16.93 9.83
2005 16.11 9.12
2006 11.47 9.83
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FUENTE: Sistema Unico para la Vigilancia Epidemioldgica/Direccion General de Epidemiologia/SSA
Figura 3 Incidencia de cancer cervicouterino en el Distrito Federal en el periodo 2001 — 2006

En el Distrito Federal, la mortalidad por CaCu presenté un comportamiento regular de 1990 a
1997, con una tendencia descendente y con niveles menores a los registrados en el pais en
su conjunto. En 1997, la tasa de mortalidad que se registré fue de 15.17, lo que lo ubicé en el
tercer nivel mas bajo de mortalidad por este cancer en el pais, solamente superado por Nuevo
Ledn y Zacatecas, ambos con tasas de mortalidad de 14.8T (CONAPO 2000). En el afio 2002

T Tasa por 100 000 habitantes femeninos de 25 afios y mas



la mortalidad disminuy6 a 13.8", y nuevamente se situ6 en el tercer nivel mas bajo de este
indicador a nivel nacional, ahora superado por Nuevo Leén y Guanajuato con tasas de 11.07y
13.08", respectivamente (CONAPO, 2002)

1.7. Diagnostico de la infeccion por VPH y del cancer cervicouterino

La deteccion de infeccién por VPH puede realizarse por distintos métodos, que se engloban
en los siguientes grupos: diagnodstico morfologico, inmunohistoquimico (deteccion de
proteinas relacionadas con la infeccion por VPH) y molecular (deteccion de secuencias
gendmicas del VPH) (Archila y Neira 2008).

a) Diagnostico morfologico

Este tipo de diagndstico consiste en la identificacion de las alteraciones morfolégicas
producidas por el VPH en las células escamosas, las que pueden observarse en el examen
citologico y en el estudio histolégico. Se considera a la coilocitosis o atipia coilocitica como el
signo morfoldgico caracteristico de la infeccion por VPH. Esta alteracion se caracteriza por
aumento en el tamafio nuclear, hipercromasia e irregularidad de la membrana nuclear, junto
con un halo perinuclear. Actualmente sabemos que estas alteraciones son la traduccion de
una infeccion viral productiva con presencia de gran cantidad de viriones en el interior de

estas células (Archila y Neira 2008).
b) Deteccion de proteinas asociadas al VPH (método inmunohistoquimico)

Esta técnica empez0 a utilizarse en los afios ochenta, y en la actualidad se usa comunmente
en laboratorios de patologia debido a que ha demostrado tener valor en el diagndstico de
neoplasias. Se basa en el uso de anticuerpos dirigidos especificamente contra antigenos
celulares (superficiales o intracelulares) y un sistema que permita evidenciar la interaccion
antigeno — anticuerpo. El procedimiento inmunohistoquimico mas utilizado es el sistema
avidina-biotina-peroxidasa, que emplea un anticuerpo secundario biotinilado dirigido al
anticuerpo primario que se encuentra interaccionando con el antigeno a demostrar, ademas
de un complejo avidina biotina peroxidasa, que permite amplificar dicha interaccion y ponerla

de manifiesto mediante un cromégeno (Figura 4). Algunos ejemplos son la determinacion
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inmunohistoquimica de las proteinas Ki-67 y p16™<** (Deavers et al. 2003; Shutter et al.
2007).

Complejo Avidina-biotina-peroxidasa o q “ B o

Anticuerpo secundario biotinilado

Anticuerpo primario { |
Antigeno a a B

Figura 4. Fundamento de la técnica inmunohistoquimica. Se esquematiza la union del anticuerpo
primario al antigeno in situ-y la posterior union del anticuerpo secundario biotinilado que forma un
complejo con la avidina conjugada con peroxidasa (Tomado de Deavers et al. 2003).

c) Proteina Ki-67

Fue descrita por primera vez en 1983 por Gerdes et al, como una proteina nuclear no histona,
poco después este mismo grupo logré desarrollar un anticuerpo para su deteccion. El
anticuerpo original fue obtenido en ratones inmunizados con nucleos de la linea celular L428
(Schmidt et al. 2002). La proteina se presenta en dos isoformas con peso molecular
aproximado de 345 a 395 KDa, codificadas por el mismo gen mediante empalme alternativo.
La clonacion del cDNA de la Ki-67 revela un gen de alrededor de 12500 Pb con 15 exones; el
exoén 13 de 6845 Pb codifica la mayor parte de la proteina. Contiene 16 secuencias repetidas
de 366 Pb cada una, dentro de las cuales se encuentran las que codifican para el epitope
FKEL (llamado asi por su secuencia aminoacidica) reconocido por el anticuerpo MIB-1
(Scholzen y Gerdes 2000).

Se ha determinado la asociacion de Ki-67 con diversas proteinas como las Ran (proteinas de

transporte al nucleo), proteinas regulatorias del ciclo celular, helicasas dependientes de ATP y
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proteinas propias del nucleolo (Tabla 3) (Schmidt et al. 2003). Ki-67 se ha visto expresada
Unicamente en células en proliferacion (células en fases G1, S, G2 y M), excepto en aquellas
en fase GO, por lo que su expresion inmunohistoquimica proporciona un indice directo de la
fraccion de crecimiento del tejido. La expresion de la proteina Ki-67 esta restringida al estrato
basal o parabasal del epitelio ectocervical, al epitelio metaplasico escamoso y al estrato basal
del epitelio endocervical. En el desarrollo de lesiones intraepiteliales cervicales la expresion
de Ki-67 puede encontrarse en los estratos intermedio y superficial del epitelio (Cambruzzi et
al. 2005; Urruticoechea et al 2005).

Tabla 3. Algunas proteinas que interactlan con Ki-67 y sus especificaciones

» Dominio de ki-67 en el
Funcion . .
que interaccionan

MCM2 Replicaciéon del DNA N Terminal

Transporte de
Proteinas RanBP7 macromoleculas a través de Repeat 3R
relacionadas con la lamina nuclear

el ciclo celular
Organiza los microttbulos de

RanBP9 los centrosomas durante la N Terminal
mitosis
Proteina ribosomal L6  proteina del ribosoma Repeat 3R
Proteinas Fibrillarin/casein Cinasa serina/treonina
. ) Repeat 3R
asociadas al kinase Il nucleolar
nucleolo
Survival motor neuron o
) Pre-mRNA splicing Repeat 3R
protein | (SMNI)
. Remodelado de los
Retinoblastoma i
. o ) cromosomas después de la Repeat 3R
Proteinas binding protein 7 o
. mitosis
relacionadas con
el DNA

Heterocromatin protein  Componentes de la )
) C Terminal
Tay 1y heterocromatina

FUENTE: Schmidt et al. 2003
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Inicialmente el anticuerpo contra Ki-67 se utilizé para la determinacién de proliferacion celular
en cortes de tejido no fijados, posteriormente Cattoreti y cols. desarrollaron nuevos
anticuerpos denominados MIB-1 y MIB-3, los cuales son anticuerpos monoclonales que
reconocen a las isoformas de Ki-67 una de 345KDa y la otra de 395 KDa respectivamente.
Estos anticuerpos mostraron resultados equivalentes al anticuerpo Ki-67 original, aunque en
los estudios recientes el anticuerpo mas utilizado es MIB-1 ya que ha probado ser mas
estable en la determinacion en cortes fijados en formalina y embebidos en parafina. (Key et al.
1993; Urruticoechea et al 2005).

En el 2005 Cambruzzi et al, investigaron la expresion de Ki-67 en el adenocarcinoma
endocervical y su relacion con el VPH. El estudio se realiz6 en 229 casos de adenocarcinoma
obteniendo expresion alta a Ki-67 en 207 (90.4%) de ellos, al mismo tiempo que encontraron

asociacion significativa con la presencia de VPH (Cambruzzi et al 2005).

d) Proteina p16™42

La proteina p16™**? pertenece a la familia INK4 de inhibidores de cinasas dependientes de
ciclinas (INK4 CKI). Esta familia de inhibidores esta integrada por las proteinas p16™"*,
pl p18|NK4C y p19|NK4d 6INK4a
por cuatro dominios repetidos de 33 aminoacidos descubiertos en la anquirina, la cual es una

5!NK4b esta estructurada

y son codificadas por el gen CDKN2A. p1
proteina de la membrana eritrocitaria que interacciona con la espectrina y con la proteina de
la banda 3 con el fin de mantener la morfologia biconcava del glébulo rojo. Estos dominios de
anquirina median el reconocimiento molecular a través de las interacciones proteina-proteina.
Todas las proteinas INK4 tienen una estructura similar y se unen especificamente a las
cinasas CDK4 y CDK®6 inhibiendo su actividad. CDK4 y CDK6 son cinasas dependientes de
ciclinas D, cuya funcion es fosforilar a la proteina Rb (retinoblastoma), que en estado
hiperfosforilado se libera del factor de transcripcion E2F permitiendo el progreso del ciclo
celular de la fase G1 a S. p16™ @ impide la progresién del ciclo celular induciendo un cambio
conformacional en las cinasas CDK4 y CDK®6 inhibiendo la interaccion de estas proteinas con
las ciclinas D, por lo tanto, pRb no es fosforilado y se detiene el ciclo celular en la fase G1.
Estudios recientes sugieren que el tercer dominio de anquirina es crucial en la interaccion con
estas cinasas (Arniges 2006; Toro y Llombart 2005; Satyanarayana y Lenhard 2004; Roussel
1999).
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En los ultimos afos se ha demostrado una relacion reciproca entre la integridad de pRb y la
expresion de p16™*?, Es decir, p16™"*? se encuentra incrementada cuando pRb esta mutada,
con alguna delecion o inactivada; y reducida cuando pRb esta normal. La inmunodeteccion
p16INK4a
clinicamente significativas asociada a VPH de alto riesgo (VPHAR) (Toro et al. 2005;
Hardisson 2005).

es considerada como un marcador sensible y especifico de lesiones cervicales

En el afio 2001, Klaes et al, realizaron un estudio acerca de la expresién de p16™“® como un
marcador de células displasicas y neoplasicas en 310 biopsias de cérvix, en el que informan
una marcada sobreexpresion de p16™*? en 40 de las 47 neoplasias intraepiteliales cervicales
I (NIC 1) excepto en 7 de ellas que se asociaron a subtipos de VPH de bajo riesgo, en las 32
NIC Il y 60 NIC Ill, y en 58 de 60 carcinomas cervicales invasores. Ademas de no haber

6INK4a

encontrado expresion de pl en los 42 casos de epitelio cervical normal, ni en 69 de

lesiones inflamatorias (Klaes et al. 2001).

Guimaraes et al, en el 2005, en un estudio realizado en 65 biopsias cervicales, encontraron
asociacion entre la sobreexpresion de p16™<*® con VPH 16 y 18, y sugirieron la probable
utilidad de p16™“** como un buen marcador en la prediccién de la progresién de lesiones

escamosas intraepiteliales (SIL) (Guimaraes et al. 2005).

La deteccion de la sobreexpresion de p16™K*

en lesiones cervicales, puede permitir
identificar de forma inequivoca las células con cambio neoplasico inducido por el VPH,
mejorar la reproducibilidad de los diagnosticos histolégicos de las lesiones cervicales
intraepiteliales, y predecir el riesgo de progresion de displasia cervical de bajo grado (Knebel

2006; Hardisson 2005).
e) Deteccién de secuencias gendmicas del VPH (técnicas de biologia molecular)

Se basan en la deteccién especifica de secuencias de DNA del VPH en tejido o bien en
raspados de material procedente del area a estudiar (cérvix), y permiten, por tanto, identificar
el tipo de virus presente en la lesion. Basicamente, todas ellas consisten en enfrentar el DNA
de una determinada muestra con sondas o iniciadores especificos cuya secuencia es

complementaria a la secuencia de DNA del tipo viral que se va a identificar. Algunas de las
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técnicas moleculares mas empleadas en el estudio del virus del papiloma son la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR), captura de hibridos e hibridacion in situ. (Dehn et al. 2007).
f) Diagnostico del cancer cervicouterino

En México la normatividad actual indica como método de deteccion oportuna del carcinoma
de cérvix a la citologia cérvico-vaginal, la cual ha reducido la incidencia y la mortalidad del
carcinoma ceérvicouterino debido a su capacidad para detectar, no solo carcinomas
escamosos y adenocarcinomas invasores, sino también sus lesiones precursoras (CIN, del
inglés cervical intraepithelial neoplasia o SIL, del inglés squamous intraepithelial lesion). Sin
embargo, a pesar de su amplia aceptacion como tamizaje, también se han evidenciado

algunas limitaciones en este método (Archila y Neira 2008).

Las diversas manifestaciones subclinicas y latentes de la infeccién por VPH, se constituyen
en los obstaculos mas importantes para la deteccion clinica precoz y citohistolégica de esta
infeccion. La sensibilidad de la citologia cervicovaginal se estima, entre el 49% y 67%, y la
especificidad entre el 62% y 77%, aunque se debe considerar que estos parametros se ven
afectados por la representatividad de la muestra cervicovaginal. Ademas, desde la inclusién
del sistema de Bethesda en el diagnéstico citopatoldgico se considerd una nueva entidad
denominada “ASCUS” (atipia de células escamosas de significado incierto), que como su
nombre lo indica, supone una incertidumbre diagndstica que requiere el seguimiento citolégico
de las pacientes y en muchas ocasiones, la realizacion de biopsia y/o colposcopia. Otro
problema de la citologia es su importante variabilidad interobservador. Todo lo anterior ha
determinado el interés en los nuevos medios de deteccién de la infeccién por VPH con dos
objetivos basicos: en primer lugar, aumentar la sensibilidad y especificidad en el diagnostico
de las lesiones premalignas y malignas del cérvix uterino y, en segundo lugar, determinar la
capacidad evolutiva de las lesiones intraepiteliales, discriminando las lesiones con capacidad
de progresion de las lesiones no evolutivas (Dehn et al. 2007; Andujar et al. 2005; Tamayo et
al. 2001).

Se ha evaluado la utilizacion de diversos biomarcadores relacionados con la progresion de las
lesiones cervicales, entre ellos los conocidos como antigenos de proliferacion celular nuclear

(PCNA) o la proteina Ki-67, que hacen notoria la presencia de células con replicacién activa
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de DNA, por lo que se han usado comunmente para evaluar la proliferacion mediante

inmunohistoquimica. Asimismo se ha investigado la expresién de la proteina p16™<*

, que
interviene en la regulacion del ciclo celular y cuya expresion inmunohistoquimica se ha

asociado con la presencia del VPH de alto riesgo (Wang et al. 2004).

1.8 Justificacion

A medida que se ha adoptado el concepto de la relacidon entre el cancer cervicouterino y la
presencia del virus del papiloma humano, se ha centrado el interés en la deteccién del VPH
por los diferentes métodos como un auxiliar en el diagndstico citolégico cervicovaginal.
Ademas, la variabilidad de los criterios morfolégicos, asi como la existencia de
manifestaciones benignas que pueden simular neoplasia del epitelio cervical, como es el caso
de la atrofia cervical o la metaplasia escamosa inmadura; implican la necesidad de desarrollar
parametros diagndsticos objetivos para especimenes citoldgicos e histoldégicos que permitan
tener una mayor precision en el criterio diagnostico asi como pronosticar la progresion de las

lesiones premalignas a carcinoma invasor.

Considerando que de la infeccién crénica por VPH de alto riesgo se deriva la integracion del
DNA viral en el celular, lo cual es trascendental en la carcinogénesis cervicouterina, ademas
de gue practicamente no existen estudios que documenten la deteccion del estado fisico del
DNA del VPH y la expresién de biomarcadores de progresion en lesiones premalignas de

mujeres del Distrito Federal, se plantea la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Existe relacion entre la presencia y estado fisico del DNA del VPH con la expresion de
p16™N? y Ki-677

1.9 Hipétesis

La presencia y estado fisico del DNA del VPH se correlacionara con la expresion

incrementada de los biomarcadores p16™*?y Ki-67.

--16- -



1.10 Objetivo general

Relacionar la presencia y estado fisico del DNA del VPH con la expresion de p16™*? y Ki-67

en lesiones premalignas de mujeres residentes de la ciudad de México.

1.11 Objetivos especificos

Determinar la presencia y estado fisico del DNA del VPH de alto y bajo riesgo mediante

hibridacion in situ en lesiones premalignas NIC I, NIC II'y NIC 11

Determinar la expresion de p16™K*® y Ki-67 mediante inmunohistoquimica en lesiones
premalignas NIC I, NIC Il y NIC .

Correlacionar la presencia y estado fisico del DNA del VPH con la expresién de p16™“?

67

y Ki-

Determinar la asociacion entre los factores de riesgo con el diagndstico histologico.
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ll. MATERIAL Y METODOS

2.1 Tipo de estudio

Transversal y comparativo

2.2 Poblaciéon de estudio

La poblacién de estudio estuvo formada por mujeres que asistieron a los servicios de salud
publica del Distrito Federal, y que mediante valoracion citoldgica presentaron algin grado de
lesién premaligna (NICI; NIC 11, NIC 11I*) durante el afio 2005.

2.3 Material bioldgico

El material de estudio consistio en 248 biopsias y conos de cuello uterino, clasificadas en NIC
I (n=63), NIC Il (n=65), y NIC lll (h=67) ademas de un grupo control de casos negativos a NIC
(n=53). El material se seleccion6 de los archivos del laboratorio central de citopatologia de los
servicios de salud del Distrito Federal. En todos los casos se obtuvo informacion acerca de los
factores de riesgo asociados al cancer cervicouterino (inicio de vida sexual antes o después
de los 18 afios, niumero de parejas sexuales, antecedentes de infecciones de transmision

sexual, tabaquismo, efecto de la presencia de DIU y hormonal).

Las muestras se fijaron en formol al 10% y se incluyeron en parafina. Se realizaron cortes de
5 micras y se montaron en portaobjetos preparados con poly L-lisina, posteriormente fueron
tefiidas con la técnica de hematoxilina-eosina para la evaluacién de la conservacion del
epitelio cervical y confirmacion del diagnéstico histolégico; asi como para los estudios de

hibridacion in situ e inmunohistoquimicos.

2.4 Criterios de inclusioén

Contar con diagndstico positivo a algun tipo de lesion cervicouterina (bajo o alto grado)

mediante citologia.

Tener biopsia o cono del cuello cervical.

* Se consideraron dentro de éste grupo a los casos con carcinoma in situ y 4 casos de carcinoma invasor
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2.5 Criterios de exclusién y eliminacién

No se consideraron en el estudio a las pacientes que no cumplieron con alguno de los

criterios de inclusion.

Se eliminaron las muestras mal conservadas, insuficientes para el diagnostico, o que se

perdieron durante el tratamiento histologico.

2.6 Métodos

a) Confirmacion del diagnostico histolégico previo mediante la técnica hematoxilina-

eosina

La técnica de hematoxilina-eosina (H-E) se realizé en todos los casos para corroborar el
diagnéstico morfoldgico, para lo cual una vez que se obtuvieron los cortes en laminas con
poly-L-lisina, se procedio a la desparafinacion en xilol y xilol-alcohol absoluto durante 10 y 5
minutos respectivamente, se continudé con cambios en gradientes descendientes de alcohol
(100°, 96° y 70°), durante 3 minutos en cada uno ellos, y finalmente se hidratd en agua
destilada durante 5 minutos. Posteriormente se tiid con hematoxilina de Harris durante un
minuto y medio. Se elimind el exceso de colorante mediante un lavado en agua de la llave. Se
diferencié en alcohol acido. Se lavé en agua destilada y se prosiguié con el azuleamiento en
agua amoniacal (2-3 gotas de hidréxido de amonio concentrado por cada 20 mL de agua de la
llave). Se lavo en agua destilada para quitar el exceso de hidroxido de amonio. Se continud
con la tincion con eosina durante 45 segundos. Se elimind el exceso del colorante con alcohol
de 96°. Se procedi6 a deshidratar con pasos sucesivos en alcoholes de 96° y absoluto, xilol-
alcohol absoluto durante 5 minutos cada uno, y xilol durante 10 minutos. Finalmente se

montaron las laminillas con entellan (Merck).
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Interpretacion:

Estructuras Color
+ Ndcleo: Azul-negro
+ Citoplasma: Rosa-palido

Para la valoracion histolégica se usoO la clasificacion propuesta por Richart en 1973, de
neoplasia intraepitelial cervical (NIC) (Richart 1973; Lopez et al. 2006), con tres grados de
progresion (I, 11 y Ill), incluyendo en el grado Il al carcinoma in situ y 4 casos de carcinoma

invasor.
b) Deteccion del estado fisico del DNA del VPH mediante hibridacién in situ

Para la hibridacion in situ se siguio el protocolo Hibridacion in situ en histologia manual VPH y
DakoGenpoint (DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA) con algunas modificaciones. Para la
desparafinacion e hidratacion se desparafinaron las laminillas en xilol y xilol absoluto durante
5 minutos respectivamente, seguido de cambios en gradientes descendientes de alcohol,
durante 3 minutos en cada uno ellos (100°, 96° y 70°, respectivamente), y finalmente en agua
destilada. Para la recuperacion del epitope, las preparaciones se colocaron en un vaso de
Coplin con soluciéon de recuperacion (ImmunoDNA Retriever; BioSB, Inc, Santa Barbara, CA)
dilucion 1:10, el cual fue llevado a una olla de presién para alcanzar una temperatura de
240°C. Una vez alcanzada esta temperatura se incubaron durante 15-20 minutos. Pasado
este tiempo las preparaciones se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se realizdé un
lavado en TBST a dilucion 1:10 durante 5 minutos (DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA).
Se aplico proteinasa K (Maxim Biotech, Inc, San Francisco, CA) a una dilucién 1:1000 durante
5 minutos para la digestion enzimatica y se lavO nuevamente en TBST. Se bloqued la
peroxidasa endodgena con soluciéon de peroxido de hidrégeno al 3% durante 20 minutos, y
posteriormente, se lavd en agua destilada. Se deshidrataron las preparaciones mediante
inclusiones en alcohol de 96° y 100°. Se dej6 secar a temperatura ambiente. Posteriormente
se disperso6 a las preparaciones 10pL de sonda DakoCytomation Genpoint™ HPV Biotinilated
DNA Probe (DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA) coctel que contiene a los tipos 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, y 68. Se coloco el cubreobjetos y se sellaron con
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cemento iris. Se colocaron en el hibridizador (DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA) el cual
fue previamente preparado saturando las bandas de control de humedad y programado para
iniciar el proceso de desnaturalizacion a 95°C durante 10 minutos e hibridacion a 37° C
durante 20 horas. Terminada la hibridacion se continué con el proceso amplificacion de la
sefal mediante el sistema GenpointTM Tyramide signal amplification system for Biotinilated
Probes (DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA). Primero se realiz6 un lavado con solucién
de astringencia en un bafio a 55°C durante 5 minutos. Se lavdo en TBST y se aplicé la
estreptavidina —HRP primaria, se lavé en TBST y se aplico biotinil tiramida, se lavo en TBST y
se aplicé estreptavidina HRP secundaria. Después de lavar nuevamente en TBST, se aplico el
sustrato DAB (diaminobencidina) (Cell Marque Corp, USA) durante 20 segundos. El exceso
de cromogeno se retird con un lavado en agua destilada. Posteriormente se realiz6 una
contratinciéon con hematoxilina durante 25-30 segundos; el exceso de colorante se retiré con
un lavado en agua destilada. Se deshidraté mediante cambios en alcoholes crecientes (70°,
96°, absoluto y absoluto-xilol) hasta xilol. Finalmente se montaron las laminillas con entellan
(Merck).

Interpretacion: La reaccion positiva se observo de color café-ocre en el nacleo pudiendo ser
puntiforme (un Unico punto tefiido de color café-ocre localizado en el nucleo celular) o difusa

(desde dos 0 més puntos hasta todo el nucleo celular tefiido de color café- ocre).

c) Determinacién inmunohistoquimica de la expresion de la proteina p16™¢4?

Para la determinacion de p16™*

se utilizo el anticuerpo de raton 16P0O4 (Cell Marque Corp,
USA). Se realizaron los pasos de desparafinacién, hidratacién, recuperacion del epitope, y
lavado en solucién de TBST, de la misma manera que la descrita para la técnica de
hibridacion in situ. Posteriormente se bloqued la peroxidasa enddgena con solucion de
peréxido de hidrogeno al 3% durante 20 minutos. Después de un lavado con agua destilada
durante 2 minutos y en TBST durante 5 minutos, se aplicaron 15-20uL del anticuerpo primario
(16P0O4) a una dilucidon 1:100 durante 30 minutos; se lavo en TBST y se continué con el
sistema: LSAB2 System-HRP (DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA) aplicando 15-20pL del
anticuerpo secundario (Biotinylated link) durante 15 minutos. Se realiz6 un lavado en TBST y
se aplic6 15-20uL de estreptavidina (streptavidin-HRP) durante 15 minutos. Se lavo

nuevamente en TBST y se aplico el sustrato diaminobencidina (Cell Marque Corp, USA)
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durante 20 segundos, el exceso de cromdgeno se retir6 mediante un lavado en agua
destilada. Posteriormente se realizO una contratincion con hematoxilina durante 25-30
segundos; el exceso de colorante se retird con un lavado en agua destilada. Se deshidrato
mediante cambios en alcoholes crecientes (70°, 96°, absoluto y absoluto-xilol) hasta xilol.

Finalmente se montaron las laminillas con entellan.

Interpretacion: La reaccion positiva se observé de color café-ocre en el nucleo o citoplasma

celular

6INK4a

Para la valoracion de la expresion de pl se usoO la escala semicuantitativa descrita por

Klaes et al en el 2001, la cual se describe a continuacion:
Negativa: no hay células con tincién positiva

Esporadica: menos del 5% de células positivas.

Focal: de 5 — 25% de células positivas.

Difusa: méas del 25% de células positivas.

d) Técnica para la determinacion inmunohistoquimica de la expresion de la proteina Ki-
67

Para la determinacion de Ki-67 se utilizd6 el anticuerpo de raton MIB1 (DakoCytomation,
Carpinteria, CA, USA). Se realizaron los pasos de desparafinacién, hidratacién, recuperacion
del epitope, y lavado en solucién de TBST, de la misma manera que la descrita para la
técnica de hibridacion in situ. Posteriormente se bloqueo la peroxidasa endégena con solucion
de peroxido de hidrogeno al 3% durante 20 minutos. Después de un lavado con agua
destilada durante 2 minutos y en TBST durante 5 minutos, se aplicaron 15-20uL del
anticuerpo primario MIB1 a una dilucion 1:50 durante 30 minutos; se lavo en TBST y se
continué con el sistema: LSAB2 System-HRP (DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA)
aplicando 15-20uL del anticuerpo secundario (Biotinylated link) durante 15 minutos. Se realizo
un lavado en TBST y se aplicé 15-20uL de estreptavidina (streptavidin-HRP) durante 15
minutos. Se lavo nuevamente en TBST y se aplicé el sustrato diaminobencidina (Cell Marque
Corp, USA) durante 20 segundos. El exceso de cromogeno se retir6 mediante un lavado en
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agua destilada. Posteriormente se realiz6 una contratincion con hematoxilina durante 25-30
segundos; el exceso de colorante se retiré con un lavado en agua destilada. Se deshidraté
mediante cambios en alcoholes crecientes (70°, 96°, absoluto y absoluto-xilol) hasta xilol.

Finalmente se montaron las laminillas con entellan.
Interpretacion: La reaccion positiva se observo de color café-ocre en el nacleo celular.

Para la valoracion de la expresion de Ki-67 se uso la escala semicuantitativa descrita por

Mirhashemi et al en el 2003, la cual se describe a continuacion:
Minima: menos del 10% de células positivas
Moderada: entre el 10% y el 50% de células positivas

Alta: méas del 50% de células positivas.
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2.8 Andlisis estadistico

La informacién obtenida de los estudios de laboratorio y factores de riesgo se capturé en una
base de datos y el procesamiento estadistico se realizd en el paquete estadistico SPSS
version 11.0. Para determinar la concordancia entre el diagndstico previo y el definitivo se usé
el indice Kappa (K). Para las variables cuantitativas continuas se obtuvieron medias y
medianas. La comparacion de medias se realizé mediante analisis de varianza (ANOVA).
Para las variables cualitativas (categdéricas) se obtuvieron frecuencias, y se realizaron pruebas
de independencia estadistica tipo X* para evaluar la relacién entre la expresién de Ki-67 y
p16™“2 con la presencia y estado fisico del DNA del VPH de alto y bajo riesgo, asi como

también con el grado de lesion histoldgica.
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. RESULTADOS

Antes de realizar las determinaciones inmunohistoquimicas y de hibridacion in situ (HIS), se
procedié a comprobar el estado de conservacion del tejido y epitelio cervical, asi como a
corroborar o realizar un diagnostico histolégico definitivo de cada pieza incluida en el estudio.
Por esta razon el tamafio muestral disminuyé de 248 a 209 casos, ya que el resto no
presentaron epitelio adecuadamente conservado o suficiente para la valoracion. El
diagnéstico definitivo de los casos lo realizé un observador ciego (patologo que desconocia el
diagndstico previo), éste se hizo de acuerdo con la clasificacion propuesta por Richart de NIC
I a lll, incluyendo en el grado Il al carcinoma in situ y 4 casos de carcinoma invasor (Figura
5). Este diagndstico se utilizé en adelante para cada una de las determinaciones y andlisis de

datos. La tabla 4 muestra los resultados definitivos del diagnostico histologico.

Tabla 4 Resultados de la confirmacién del diagnéstico histolégico

Diagndstico histolégico previo

SINIC NIC | NIC I NIC Il Valor de K*
Dx definitivo
n (%) SINIC (17) 15 (88.2) 1(5.9) 0 1(5.9)
n (%) NIC 1 (51) 17 (33.3) 22(43.1) 8(157)  4(7.8) <<1
n (%) NIC 11 (49) 7 (14.3) 17 (34.7)  16(32.7) 9 (18.4)
n (%) NIC 111(92) 7 (7.6) 11 (12.0) 29 (31.5) 45 (48.9)
n (%) Total (209) 46 (22.0) 51(24.4) 53 (25.4) 59 (28.2)

¥ indice Kappa, DX: diagnéstico, NIC: Neoplasia intraepitelial cervical.

Se encontro que en el grupo sin NIC (n=17), el diagndstico previo coincidié con el definitivo en
15 casos (dos de ellos tenian diagnostico previo de NIC | y Il respectivamente). En el grupo
de NIC | (n=51), ambos diagnésticos coincidieron en 22 casos (43.1%) y hubo discrepancia en
29 (17 sin NIC, 8 NIC 1l y 4 NIC 1lI). En el grupo NIC Il (n=49) hubo concordancia en 16 casos
y discordancia en 33 (7 sin NIC, 17 NIC 1y 9 NIC 1lI). En NIC Il (n=92), la concordancia entre
ambos diagndosticos fue solo en 45 casos (48.9%) y discrepancia en 47 (7 sin NIC, 11 NIC | y
29 NIC II). Al llevar acabo el andlisis entre el diagndstico previo y el definitivo se obtuvo una

discrepancia importante, la cual fue estadisticamente significativa (K<<1).
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Figura 5 Imagenes representativas de los diferentes tipos de lesiones analizadas. Cortes
histolégicos de cérvix donde se muestra: A: Neoplasia intraepitelial cervical |, B: Neoplasia intraepitelial
cervical 1l y C: Neoplasia intraepitelial cervical 1. Las flechas sefalan algunas células con alteracion
morfoldgica (H-E). 100X.
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3.1 Caracteristicas generales de la poblacién estudiada

Se estudiaron un total de 209 mujeres cuyas edades oscilaron entre 15 y 67 afos, con una
media de 34 y mediana de 33 afios. Todas ellas residentes en alguna de las 16 delegaciones
del Distrito Federal. En la tabla 5 se resume la poblacion estudiada distribuida por grupo de
edad y por diagndstico histolégico definitivo con el que fueron incluidas. Los rangos de edad

se consideraron con base al efecto hormonal y a las caracteristicas del desarrollo epitelial.

Tabla 5 Distribucién de los casos por grupo de edad y diagndstico histolégico.
Diagnéstico histoldgico

Valor
Variable SINIC NIC | NIC I NIC 1lI
dep
Promedio de edad (afios) .
38.2 35.1 32.0 34.0 >0.05
(n=209)
Edad en grupos (afios)
n (%) 15-20 (n=22) 2(9.1) 5(227) 5(22.7) 10(45.5)
n (%) 21-30 (n=68) 2(29) 17(25.00 19(27.9) 30 (44.1)
n (%) 31-40 (n=63) 5(7.9) 13(20.6) 18(28.6) 27 (42.9) .
>0.05
n (%) 41-50 (n=43) 6 (14.0) 13(30.2) 5(11.6) 19 (44.2)
n (%) 51Y + (n=13) 2(154) 3(23.1) 2(154) 6(46.2
n (%) Total+ (n=209) 17 (8.1) 51 (24.4) 49 (23.4) 92 (44.0)

FANOVA, %X, NIC: Neoplasia intraepitelial cervical

En la tabla 5 se muestra la presencia 20 casos de NICs en mujeres menores de 20 afios, de
los cuales el 50.0% presentaron diagnéstico de NIC 1l (que incluye displasia severa y
carcinoma in situ). También nos muestra que la mayor cantidad de mujeres con NIC se
concentra en los grupos de 21 a 30 y 31 a 40 afios. De ambos grupos 57de 131 mujeres
(43%) presentaron NIC Ill, y solamente 7 no presentaron NIC, mientras que la menor
frecuencia de NICs se presentd en el grupo de mayores de 50 afios (11 casos). En el analisis
estadistico para determinar si habia asociacién entre los grupos etarios respecto al

diagnéstico histoldgico no se obtuvo significancia (p >0.05).
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Con la finalidad de determinar si la presencia de las lesiones se asociaba con factores de
riesgo en la poblacion de estudio, los casos se distribuyeron por factores de riesgo, tales
como: inicio de vida sexual activa (IVSA), parejas sexuales (PS), antecedentes de infecciones
de transmision sexual (ITS), y tabaquismo, todos ellos relacionados con el diagnostico

histoldgico. Dichos resultados se resumen en la tabla 6.

Tabla 6 Distribucion de casos por factores de riesgo primarios y por diagndstico
histologico

Diagnéstico histoldgico

Variable SINIC  NICI NIC II NIC Il Valor p
n (%)IVSA < 18 afios(n=56) 5(8.9) 10 (17.9) 15(26.8) 26 (46.4)
n (%)IVSA >18 afios (n=83) 10 (12.0) 32(38.6) 14 (16.9) 27 (32.5) <0.05°
n (%)Total (n=139)* 15 (10.8) 42 (30.2) 29 (20.9) 53 (38.1)
n (%)2 o méas PS (n=20) 1(5.0) 5(25.0) 4(20.0) 10 (50.0)
n (%)1 PS (n=119) 14 (11.8) 37 (31.1) 25(21.0) 43 (36.1) >0.05°
n (%)Total (n=139) * 15 (10.8) 42 (30.2) 29 (20.9) 53 (38.1)
n (%) Con antecedentes ITS (n=15) 2(13.3) 5(33.3) 1(6.7) 7 (46.7)
n (%) Sin antecedentes ITS 14 (11.8) 37 (29.8) 28 (22.6) 46 (37.1) >0.05°
n (%) Total (n=139) * 15 (10.8) 51 (30.2) 29 (20.9) 53 (38.1)
n (%) Con tabaquismo (n=9) 1(11.1) 3(33.3) 2(22.2) 3(33.3)
n (%) Sin tabaquismo (n=130) 14 (10.8) 39 (30.0) 27 (20.8) 50(38.5) >0.05°
n (%) Total (n=139) * 15 (10.8) 42 (30.2) 29 (20.9) 53(38.1)

%2, NIC: Neoplasia intraepitelial cervical,
*n=139 debido a que no se obtuvo datos de los casos restantes

Respecto al IVSA, se muestra que 51 de las 56 mujeres con IVSA antes de los 18 afos
presentaron algun grado de NIC, y que en ellas la lesion mas frecuente fue la NIC Ill en 26
casos, mientras que 73 de las 83 mujeres con IVSA después de los 18 afios, presentaron
alguna NIC y en ellas la lesidbn mas frecuente fue la NIC | en 32 casos. En el andlisis de esta
variable para determinar su asociacién respecto al diagndstico histoldgico se obtuvo diferencia

significativa (p <0.05).
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En lo que respecta a los factores de riesgo como numero de PS, antecedentes de ITS y

tabaquismo, el andlisis estadistico no mostré asociacion significativa (p > 0.05) (Tabla 6).

Asi mismo, para determinar la influencia de los factores de riesgo secundario (efecto
hormonal y uso de dispositivo intrauterino —DIU-) con la progresion de NIC, los casos se

distribuyeron como se muestra en la tabla 7.

Como se muestra en esta tabla no se obtuvo relacion significativa (p>0.05).

Tabla 7 Distribucion de casos por factores de riesgo secundarios y por diagnostico
histolégico

Diagnéstico histoldgico

Variable SINC  NICI_NICII_NICHl  Valorp
n (%) Con DIU (n=39) 2(51) 7(17.9) 11(282) 1°487)
h (%) Sin DIU (n=170) 15(8.8) 44 (25.9) 38 (22.4) 73 (42.9) >0.05°
n (%) Total (n=209) 17 (8.1) 51 (24.4) 49 (23.4) 92 (44.0)

n (%) Con efecto hormaonal (n=38) 3(7.9) 9(23.7) 8(21.1) 18 (47.4)
n (%) Sin efecto hormonal (n=171) 14 (8.2) 42 (24.6) 41 (24.0) 74 (43.3) >0.05°

n (%) Total (N=209) 17 (8.1) 51 (24.4) 49 (23.4) 92 (44.0)

%2, NIC: Neoplasia intraepitelial cervical

Con el propdsito de correlacionar el tipo de expresion del DNA del VPH mediante HIS y la
expresion de las proteinas Ki-67 y p16™*® con el diagnéstico histolégico los resultados se
distribuyeron por dichos pardmetros como se muestra en las tablas 8 a la 12 que se presentan

a continuacion de forma individual.

3.2 Correlacion entre el estado fisico del DNA del VPHAR con el diagnostico

histologico

Los resultados obtenidos de éste analisis (Figura 6) se resumen en la tabla 8, donde se puede
ver que de 32 casos con HIS negativa, 22 fueron diagnosticados como NICs (12 NIC I, 6 NIC
II'y 4 NIC Ill), mientras que 10 fueron negativos a NIC. Para la expresion difusa de VPH

(n=68) 67 casos presentaron NICs, de ellos, 27 (39.7% del total de la categoria) fueron NIC I
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y solo un caso con expresion difusa fue negativo a NIC. Se observa también que 7 casos
presentaron expresion mixta y que ésta fue mas frecuente en NIC Ill (en 4 casos). Para la
expresion puntiforme 26 de 27 casos presentaron NICs, de ellos, la mayor cantidad se
presentd en NIC Ill con 20 casos, y solo hubo un caso negativo a NIC que expreso este tipo
de patron de tincion. Con el fin de calcular el porcentaje de casos de lesiones cervicales con
infeccion por VPHAR se relacionaron los casos con expresion viral (n=102, expresion difusa,
mixta y puntiforme) con los casos con diagnostico de NIC (n=122), obteniéndose con esto el
porcentaje de positividad que fue de 81.9%. El analisis estadistico para determinar la relacion

entre el estado fisico del DNA del VPH con la progresion de la NIC fue significativo (p <0.05).

Tabla 8 Correlacién entre la expresion del DNA del VPHAR con el diagnédstico
histologico

Diagnéstico histoldgico

S/NIC NIC | NIC I NIC 1l Valor p
Expresion de HIS
n (%) Negativo (n=32) 10 (31.3) 12(37.5) 6(18.8) 4(12.5)
n (%) Difusa (n=68) 1(15) 22(32.4) 18(26.5) 27 (39.7)
n (%) Mixta (n=7) 0 2(28.6) 1(14.3) 4(57.1) <0.05°
n (%) Puntiforme (n=27) 1(3.7) 2(7.4) 4(14.8) 20(74.1)
n (%) Total (n=134) 12 (9.0) 38(28.4) 29(21.6) 55 (41.0)

%2, NIC: Neoplasia intraepitelial cervical.
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Figura 6. Imagenes representativas de los patrones de expresion del estado fisico del DNA del
VPHAR por HIS. Cortes histologicos de cérvix (NIC Ill) que muestran: A: Expresion difusa (DNA
episomal), B: Expresién mixta y C: Expresion puntiforme (DNA integrado). Las flechas rojas sefialan
células con expresion difusa; las flechas amarillas sefialan células con expresion puntiforme. 100x.
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3.3 Correlacion entre la expresion de Ki-67 con el diagndstico histolégico

La expresion de Ki-67, habitualmente es Unicamente nuclear y se dividi6 en minima,
moderada y alta, (Figura 7). Los resultados obtenidos de éste andlisis se resumen en la tabla
9, donde se muestra que 71 casos con patrén de expresion minima (n=84) presentaron NICs,
encontrandose con mayor frecuencia en NIC | (32 casos), asi mismo, 13 casos sin NIC
también expresaron este patrén de tincidn. Respecto a la expresion moderada, ésta se
presentd en todos los grupos de NIC, predominando en NIC Ill. De los 57 casos con expresion
alta de Ki-67, 56 de ellos tenian diagnostico histolégico de NICs, con predominio de NIC Ill en
42 casos, mientras que el grupo sin NIC solamente present6 un caso con expresion alta de Ki-
67. El andlisis estadistico para determinar la relacién entre la expresion de la proteina Ki-67 y

la progresion en el diagnostico histologico mostré diferencias significativas (p <0.05).

Tabla 9 Correlacion entre la expresiéon de Ki-67 con el diagnoéstico histolégico
Diagnéstico histoldgico

SINIC NIC | NIC Il NIC 1l Valor p
Expresion de Ki-67
n (%) Minima (n=84) 13 (15.5) 32(38.1) 25(29.8) 14 (16.7)
n (%) Moderada (n=35) 1(29) 10(28.6) 7(20.0) 17 (48.6) <0.05°
n (%) Alta (n=57) 1(1.8) 5(8.8) 9(15.8) 42 (73.7)
n (%) Total (n=176) 15(8.5) 47 (26.7) 41(23.3) 73 (41.5)

§X2, NIC: Neoplasia intraepitelial cervical

Respecto a la localizacion de la proteina Ki-67 en el epitelio cervical, esta fue variable y se
dividié en las siguientes categorias: algunas células parabasales (cuando la reaccidon no
abarcé el primer tercio del epitelio), primer o segundo tercio y todo el epitelio. En la tabla 10 se

resumen los resultados obtenidos de la localizacién de la reaccién por diagndstico histoldgico.
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Figura 7. Expresion inmunohistoquimica de Ki-67. Cortes histolégicos de cérvix que muestran en
A: Expresion en muy escasas células en epitelio normal; B: Expresion moderada que abarca el primer
tercio del epitelio en NIC |; C: Expresién moderada que abarca dos tercios del epitelio en NIC I, y D:
Expresion alta que abarca todo el epitelio en NIC Ill. Las flechas sefalan algunas de las células que
muestran patrén de expresion nuclear. 100x
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Tabla 10 Correlacion entre la localizacion de la expresidén de Ki-67 con el diagnéstico
histologico

Diagnéstico histolégico

S/INIC NIC | NIC II NIC 11l Valor p
Localizacion Ki-67
Algunas PB (n=37) 11(73.3) 13 (27.7) 11(26.8) 2 (2.7)
Primer tercio (n=47) 2(13.3) 20(42.6) 14 (34.1) 11 (15.1) <0.05°
Segundo tercio (n=34) 1(6.7) 9 (19.1) 7 (17.1) 17 (23.3)
Todo epitelio (n=58) 1(6.7) 5 (10.6) 9 (22.0) 43 (58.9)
Total (n=176) 15 (100.0) 47 (100.0) 41 (100.0) 73 (100.0)

$X2 NIC: Neoplasia intraepitelial cervical, PB: Parabasales

En esta tabla se muestra que de 15 casos negativos a NIC, en 11 de ellos la reaccion de Ki-
67 se presentd en algunas células parabasales, 2 abarcando el primer tercio, y uno en cada
caso, abarcando dos tercios o todo el epitelio. Respecto a los casos que presentaron NIC |
(n=47), 13 de ellos expresaron la proteina en algunas células parabasales, la mayor cantidad
la expreso en el primer tercio del epitelio (n=20), 9 presentaron expresion hasta dos tercios y
5 en todo el epitelio. Para los 41 casos con NIC Il, también predominé la localizacion en el
primer tercio (n=14), y del resto, 11 expresaron la proteina en algunas células parabasales, 7
hasta el segundo tercio y 9 en todo el epitelio. De los 73 casos diagnosticados como NIC I,
preponderd la expresidon que abarcé todo el epitelio (n=43), seguida por los casos que
presentaron la expresion en el segundo tercio (n=17) y primer tercio (n=11), y solamente 2
casos en algunas células parabasales. El analisis mostré diferencias significativas entre la

localizacion de la expresion de Ki-67 con la progresion en el diagndstico histolégico (p <0.05)

3.4 Correlacion entre la expresiéon de p16™<*? con el diagndstico histolégico

La expresion de p16™<*

es citoplasmica y nuclear y se clasifico en negativa, esporadica, focal
y difusa (Figura 8), segun la escala semicuantitativa propuesta por Klaes et al en 2001. Los
resultados obtenidos de este analisis se resumen en la tabla 11, en la cual se muestra que de
los 85 casos que no expresaron p16™¢*? 16 de ellos correspondieron al grupo negativo a

NIC, y los 69 restantes presentaron alguno de los tipos de NICs, con preponderancia de NIC |
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con 35 casos (41.2%). También se puede ver que 12 casos presentaron un patron de
expresion esporadica, y que tanto las NIC Il como las NIC Il mostraron este patron de
expresion. Ninguno de los casos negativos a NIC mostré expresion. Respecto a la expresion
focal, ésta se observd en 24 casos (todos ellos con alguna NIC), de los cuales 14 (58.3%)
fueron NIC Ill. La expresion difusa de la proteina (n=70) se presentd en 69 casos de NIC,
siendo mas frecuente en NIC Il (68.6%), aunque también se presentd en un caso sin NIC. El

6INK4a

analisis entre los diferentes patrones de expresion de pl respecto al diagnéstico

histologico mostro diferencias significativas (p <0.05).

Tabla 11 Correlacion entre la expresion de p16™** con el diagnéstico histolégico.
Diagnéstico histolégico

S/INIC NIC | NIC Il NIC Il Valor p
Expresion de p16™*
(n) % Negativo (n=85) 16 (18.8) 35(41.2) 20 (23.5) 14 (16.5)
(n) % Esporéadico (n=12) 0 2(16.7) 5417 5417
(n) % Focal (n=24) 0 3(12.5) 7(29.2) 14(58.3) <0.05°
(n) % Difuso (n=70) 1(1.4) 8(11.4) 13(18.6) 48 (68.6)
(n) % Total (n=191) 17 (8.9) 48 (25.1) 45 (23.6) 81 (42.4)

*X?, NIC: Neoplasia intraepitelial cervical

La localizaciéon de la expresion de pl6INK4a en el epitelio se dividié en negativa, algunas
células parabasales, primer tercio, segundo tercio y todo el epitelio. Los resultados obtenidos
de este andlisis se resumen en la tabla 12, en donde se puede observar que de 17 casos
negativos a NIC, 16 no expresaron la proteina, y solo un caso presenté expresion, la cual
abarc6 todo el epitelio. Para las 48 NIC |, 35 de ellas no presentaron expresion, y 13
expresaron la proteina abarcando desde el primer tercio a todo el epitelio. En los casos con
diagndstico de NIC Il (n=45), no se presentd expresion en 20 de ellos, de los restantes (n=25),
13 expresaron la proteina en todo el epitelio (n=13), 7 hasta el segundo tercio, 4 en el primer
tercio y solamente uno en algunas células parabasales. Respecto a los casos con NIC Il
(n=81), en ellos 14 no presentaron expresion, 4 expresaron en el primer tercio, 15 en el
segundo y 48 en todo el epitelio. Se obtuvieron diferencias significativas entre la localizacion

6INK4a

de la expresion de pl con la progresion del diagnéstico histolégico (p <0.05).
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Figura 8. Expresion inmunohistoquimica de p16™¢*2. Cortes histolégicos de cérvix que muestran en
A: Epitelio normal sin expresion; B: Expresion focal en células parabasales; C y D: Expresion difusa
que abarca todo el epitelio en NIC lll. Las flechas sefialan algunas de las células que muestran patrén
de expresion nuclear y citoplasmico. 100x

--37--



Tabla 12 Correlacién entre la localizacion de la expresiéon de p16™<“® con el diagnéstico
histologico

Diagnéstico histolégico

S/INIC NIC | NIC II NIC 11l Valor p
Localizacion p16™«*
Negativo (n=85) 16 (94.1) 35(72.9) 20 (44.4) 14 (17.3)
Algunas PB (n=1) 0 0 1(2.2) 0
Primer tercio (n=9) 0 1(11.2) 4 (8.8) 4 (4.9) <0.058
Segundo tercio (n=26) 0 4 (8.3) 7 (15.6) 15 (18.5)
Todo epitelio (n=70) 1(5.9) 8 (16.7) 13 (28.9) 48 (59.3)
Total (n=191) 17 (100.0) 48 (100.0) 45 (100.0) 81 (100.0)

X?, NIC: Neoplasia intraepitelial cervical, PB: Parabasales

Con el fin de determinar la relacién entre la expresién de Ki-67 asi como de p16™**? con el
estado fisico del DNA del VPHAR, se elaboraron las tablas 13 y 14 en las que se resumen los

resultados obtenidos.

3.5 Correlacion entre la expresion de Ki-67 con el estado fisico del DNA del VPHAR

Como se muestra en la tabla 13, 30 casos en los que la expresion de Ki-67 fue minima, hubo
expresion del DNA viral variando de la forma difusa a puntiforme, con predominio del tipo
difuso en 45.2% de ellos. Sin embargo, la mayoria de casos (h=32) con esta expresion de la
proteina, fueron negativos para DNA viral. En lo que se refiere a la expresion moderada de Ki-
67 (n=31), ésta se presentd desde aquellos casos que fueron negativos a la expresion del
DNA del VPH (n=6) hasta aquellos con expresion puntiforme, sin embargo, la mayor cantidad
de casos con este patron de expresion fue en aquellos donde el DNA del VPH se expresé en
forma difusa VPH (n=18). En 36 de 38 casos con patron de expresion alta de Ki-67, también
mostraron expresion del DNA viral, de ellos, el mayor porcentaje correspondi6 al tipo difuso en
52.6%, seguido del tipo puntiforme en 36.8%. Dos casos con expresion alta de esta proteina
fueron negativos para DNA viral. El analisis mostrd diferencias significativas entre el patron de

expresion de Ki-67 con el estado fisico del DNA viral (p <0.05).
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Tabla 13 Correlacion entre la expresion de Ki-67 con el estado fisico del DNA del
VPHAR

Estado fisico del DNA del VPHAR

Negativo Difuso Mixto Puntiforme  Valor p

Expresion de Ki-67

n (%) Minima (n= 62) 32(51.6) 28(452) 1(1.6) 1(1.6)

n (%) Moderada (n=31) 6(19.4) 18(58.1) 2 (6.5) 5(16.1)  <0.05°
n (%) Alta (n=38) 2(5.3) 20(52.6) 2(5.3) 14(36.8)

n (%) Total (n=131) 40 (30.5) 66 (50.4) 5(3.8) 20 (15.3)

§Chi cuadrada, VPHAR: virus del papiloma humano de alto riesgo

3.6 Correlacion entre la expresion de p16™<* con el estado fisico del DNA del VPHAR

La tabla 14 muestra que de 61 casos negativos para la expresién de p16™<*? 33 no
presentaron DNA del VPH, mientras que 28 si expresaron el genoma viral, ya sea difuso o
puntiforme, siendo mas frecuente el tipo difuso (n=24). Entre los casos con expresion
esporadica a la proteina (n=16), 14 (87.5%) expresaron la forma difusa del DNA viral, uno

g'Nk4a aste se

puntiforme y en otro no lo expresd. Respecto al patron de expresion focal a pl
presentd en 17 casos, de ellos 15 expresaron el DNA viral, con predominio del tipo difuso
(n=11), dos con patron mixto y dos solamente puntiforme. En dos casos con este patron de
expresion de la proteina no se observd DNA viral. Para el patron de expresion difusa de
p16™*? este se presentd en 45 casos, en 4 de ellos no se evidencié DNA viral, y 41 lo
expresaron ya sea difuso el mayor porcentaje (46.7%), puntiforme (37.8%) o ambos (6.7%).
Se obtuvieron diferencias significativas entre el patrén de expresién de Ki-67 con el estado

fisico del DNA viral (p <0.05).
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Tabla 14 Correlacion entre la expresiéon de p16™<“® con el estado fisico del DNA del
VPHAR

Estado fisico del DNA del VPHAR

Negativo Difuso Mixto Puntiforme  Valor p
Expresion de p16™<*
% Negativo (n=61) 33(54.1) 24(39.3) 1(1.6) 3 (4.9)
% Esporadico (n=16) 1(6.3) 14 (87.5) 0 1 (6.3) <0.05°
% Focal (n=17) 2(11.8) 11(64.7) 2(11.8) 2 (11.8)

% Difuso (n=45)
% Total (n=139)

4(8.9) 21(46.7) 3(6.7) 17(37.8)
40 (28.8) 70(50.4) 6(4.3)  23(16.5)

%2, VPHAR: virus del papiloma humano de alto riesgo

Con el propésito de comparar la expresién de las proteinas Ki-67 y p16™** con el estado
fisico del DNA del VPHAR por diagnostico histologico los datos se distribuyeron como se

observa en las tablas 15 a la 18.

3.7 Expresion de Ki-67 y p16™“@ con el estado fisico del DNA del VPHAR en casos
negativos a NIC

La tabla 15 muestra que de los casos sin NIC (n=12), 10 presentaron expresion minima de Ki-
67 y negativa a VPH, uno presentd expresion moderada de la proteina y DNA del VPH con
patrén difuso, y uno con expresién alta de Ki-67 presenté patron puntiforme del genoma viral.
El patrén de expresion de Ki-67 respecto al estado fisico del DNA viral mostrd significancia
(p<0.05).

Respecto a la expresion de p16™*® en los casos negativos a NIC (n=12), 11 fueron negativos
a p16™“2 10 no expresaron DNA viral y uno presenté el patron difuso del genoma viral. El
otro caso expreso6 la proteina con patron difuso y el genoma viral de tipo puntiforme. La

6INK4a

expresion de pl y el estado fisico del DNA viral fueron significativas (p<0.05).
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Tabla 15 Correlacién entre la expresién de Ki-67 y p16™ 42 con el estado fisico del DNA
del VPHAR en casos sin NIC

Estado fisico del DNA del VPHAR

Negativo Difuso Puntiforme Valor de p
Expresion de Ki-67
n (%) Minima (n=10) 10 (100.0) 0 0
n (%) Moderada (n=1) 0 1(100.0) 0 <0.05%
n (%) Alta (n=1) 0 0 1(100.0)
n (%) Total (n=12) 10 (83.3) 1(8.3) 1(8.3)
Expresion de p16™*
n (%) Negativo (n=11) 10 (90.9) 1(9.09) 0
n (%) Difuso (n=1) 0 0 1(100.0) <0.05°
n (%) Total (n=12) 10 (83.3) 1(8.3) 1(8.3)

X?, VPHAR: virus del papiloma humano de alto riesgo

6INK4a

El analisis entre la expresion de Ki-67 y pl en relacion con el estado fisico del DNA del

VPH en casos con NIC I, no mostré diferencias significativas (datos no mostrados).

3.8 Expresiéon de Ki-67 y p16™¢“® con el estado fisico del DNA del VPHAR en NIC II

La expresion de Ki-67 con el estado fisico del genoma viral en este tipo de lesion no fue
significativa (datos no mostrados).

En cuanto a la expresion de p16™<*

en NIC Il (n=25), en la tabla 16 se muestra que en 9
casos sin expresion, 4 presentaron DNA viral con patron difuso, y 5 no lo expresaron DNA
viral. La expresion esporadica (n=4) y focal (n=3), se presentd exclusivamente en los casos
con DNA viral con patrén difuso. En los 9 casos de expresion difusa, 5 presentaron DNA viral
con patron difuso, 3 puntiforme, y solo uno no lo expresd. El andlisis estadistico entre la

INK4a
6

expresion de pl con el estado fisico del DNA viral, fue significativo (p<0.05).
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Tabla 16 Correlacién entre la expresion de p16™<*? con el estado fisico del DNA del
VPH de alto riesgo en NIC I

Estado fisico del DNA del VPHAR

Negativo Difuso Puntiforme Valor p
Expresion de p16™¢?
n (%) Negativo (n=9) 5 (55.6) 4 (44.4) 0
n (%) Esporédico (n=4) 0 4 (100.0) 0
n (%) Focal (n=3) 0 3 (100.0) 0 <0.05°
n (%) Difuso (n=9) 1(11.1) 5 (55.6) 3(33.3)
n (%) Total (n=25) 6 (24.0) 16 (64.0) 3(12.0)

5X?, VPHAR: virus del papiloma humano de alto riesgo

El andlisis entre la expresion de Ki-67 y p16™<*® en relacion con el estado fisico del DNA del
VPH en casos con NIC lll, no fue significativo (datos no mostrados).

Adicionalmente se relacioné la expresién de Ki-67 y p16™<*

con el diagnostico histolégico y la
infeccion por VPH de alto (VPHAR) y/o bajo riesgo (VPHBR), para lo cual se determind por
HIS la presencia del genoma viral de bajo riesgo en 20 casos. La expresion del estado fisico
del DNA viral de bajo riesgo se presentd exclusivamente con patron difuso. Los datos se

resumen en las tablas 17 y 18.

En la tabla 17 se muestra que los casos en que no se detectd infeccion por VPH la expresion
de Ki-67 fue minima y moderada en un caso de NIC I. Cuando la infeccion se debi6 solamente
a VPHBR la expresion de Ki-67 fue minima.

Respecto a los casos positivos para VPHAR (n=9), éstos se distribuyeron en patrén difuso
(n=7), mixto (n=1) y puntiforme (n=1). En el caso de los de patrén difuso, 4 presentaron
simultdneamente expresién para VPHBR, asi como un caso con expresion puntiforme. La
expresion de Ki-67 fue minima en los casos que solamente expresaron VPHAR, moderada en
un caso negativo a NIC, y alta en un caso de NIC lll, mientras que en los casos positivos a
VPHBR, la expresion de Ki-67 fue minima en un caso de NIC Il, moderada en uno de NIC | y
uno de NIC I, y alta en un caso de NIC Il. Para los casos con infeccién por VPHAR tanto de
patrén mixto como puntiforme la expresién de Ki-67 en ambos fue moderada y se presentd en

casos de NIC IlI.
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Tabla 17 Distribucion de los resultados por tipo de VPH, patrén de expresion de Ki-67 y
diagnostico histologico

HIS IHQ Diagnéstico histolégico
VPHAR VPHBR Ki-67 S/NIC NIC | NIC I NIC 1l
Neg Min (n=9) 4 4 0 1
Neg (n=11) (n=10) Mod (n=1) 0 1 0 0
Pos (n=1) Min (n=1) 0 0 1 0
Min (n=1) 0 0 1 0
Neg (n=3) Mod (n=1) 1 0 0 0
Alta (n=1) 0 0 0 1
Dif (n=7)
Min (n=1) 0 0 1 0
Pos (n=4) Mod (n=2) 0 1 0 1
Alta (n=1) 0 0 1 0
Mix (n=1) Neg (n=1) Mod (n=1) 0 0 0 1
Punt (n=1) Pos (n=1) Mod (n=1) 0 0 0 1

NIC: neoplasia intraepitelial cervical, HIS: hibridacion in situ, IHQ: inmunohistoquimica, VPHAR: virus
del papiloma humano de alto riesgo, VPHBR: virus del papiloma humano de bajo riesgo, Neg: negativo,

Pos: positivo, Dif: difuso, Mix: mixto, Punt: puntiforme, Min: minima, Mod: moderada

La tabla 18 muestra que en los casos en que no se detecto infeccién por VPH la expresion de
p16INK4a

un caso positivo a VPHBR con expresion negativa a p1

también fue negativa independientemente del tipo de lesion. Unicamente se encontrd
6INK4a.

Respecto a los casos positivos para VPHAR (n=9), éstos expresaron patréon difuso (n=6),
mixto (n=1) y puntiforme (n=2). En 3 de los 6 casos con patron difuso, y en uno de los 3 casos
con patron puntiforme se detectd co-infeccion con VPHBR. En el caso donde solamente se
evidenci6 VPHBR la expresion de p16™“? fue negativa. Para el caso con infeccién por
VPHAR con patrén mixto, no hubo co-infeccién con VPHBR, la expresién de p16™<*® fue
difusa y presentd NIC Ill. Respecto a los dos casos con expresion del VPHAR con patron
puntiforme, en ambos hubo co-infeccién con VPHBR, uno de ellos no expresé p16™<* y

presentd NIC lll, y el otro expreso el patron difuso de la proteina con diagndstico de NIC II.
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Tabla 18 Distribucion de los resultados por tipo de VPH, patron de expresién de p16™K4
y diagnostico histologico

HIS IHQ Diagnéstico histoldgico
VPHAR VPHBR pleNiie SINIC NIC | NIC II NIC 1l

Neg (n=11) Neg(n=10) Neg (n=10) 4 5 0 1
Pos (n=1) Neg (n=1) 0 0 1 0
Neg (n=3) Neg (n=2) 1 0 1 0
Dif (n=1) 0 0 0 1
Dif (n=6) Neg (n=1) 0 1 0 0
Pos (n=3) Esp (n=1) 0 0 0 1
Dif (n=1) 0 0 1 0

Mix (n=1) Neg (n=1) Dif (n=1) 0 0 0
Punt (n=2) Pos (n=2) Neg (n=1) 0 0 0 !
Dif (n=1) 0 0 1 0

NIC: neoplasia intraepitelial cervical, HIS: hibridacion in situ, IHQ: inmunohistoquimica, VPHAR: virus del
papiloma humano de alto riesgo, VPHBR: virus del papiloma humano de bajo riesgo, Neg: negativo, Pos:

positivo, Dif: difuso, Mix: mixto, Punt: puntiforme, Esp: esporadico.
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IV. DISCUSION

El objetivo del trabajo fue relacionar la presencia y estado fisico del DNA del VPH con la
expresion de p16™K*? y Ki-67 en lesiones premalignas de mujeres residentes de la ciudad de
México, y por tal motivo lo primero fue establecer el diagndstico definitivo del material a
estudiar, como se muestra en la tabla 4 se presentaron tanto el diagndstico previo como el
definitivo, el cual fue el que se tom6 como referencia para la interpretacion de los resultados.
En esta tabla se observa que hubo una discordancia muy importante entre estos diagnosticos,
lo que coincide con los estudios realizados por McCluggage et al. 1996 y Curiel et al. 2007,
los cuales fueron realizados para determinar la concordancia diagnostica en histologia
cervical concluyendo que los criterios diagnosticos de histologia convencional no son

reproducibles o no se aplican correctamente.

Los casos incluidos se distribuyeron por grupos de edad y diagndéstico histologico (Tabla 5) en
menores de 20 afios y posteriormente en grupos de 10 afios hasta el ultimo de 51 o0 méas. En
este estudio, los grupos etarios con mayor incidencia de NICs (con predominio de NIC III)
fueron los de 21-30 y 31-40 afios, estos resultados concuerdan con el estudio realizado en la
India por Gupta et al 2008, en el cual la mayor incidencia de NICs se present6 en el grupo de
30-39 afos y lo reportado por la Direccion General de Epidemiologia (SSA, 2007), en que se
muestra que el grupo de edad de 25 a 44 afios es el que presenta mayor cantidad de casos
de NIC Iy NIC Il (2307/4302) y NIC 11l (296/750), aunque en este estudio hay lesiones desde

los 21 afos.

Con respecto a la distribucion de los factores de riesgo primarios y secundarios por
diagndstico histoldgico (Tablas 6 y 7) encontramos diferencias significativas solo en el inicio
de vida sexual activa (IVSA),respecto a la progresion del diagndstico histologico, también es
evidente que el grupo mas afectado fue el de las mujeres con IVSA menores a los 18 afios, ya
gue tuvieron mayor incidencia de NIC Ill, lo cual es congruente con estudios como el de
Talavera (2006) en Nicaragua y el de Zuaiiga et al. (2008) en Venezuela, en donde el mayor
porcentaje de casos de lesiones precursoras de cancer se presentd en pacientes con IVSA
entre 15 y 17 afnos, y menores de 19 afios, respectivamente. Esto puede deberse a que el
inicio de vida sexual a temprana edad aumenta el riesgo de infeccion por VPH y por ende del

desarrollo de lesiones precursoras y cancer cervicouterino. Se ha estimado 1.6 y 2.6 veces
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mas riesgo en mujeres con IVSA menor a 17 y 20 afios respectivamente que en las de IVSA a
mayor edad (Eppel et al. 2000; Tirado et al. 2005).

Respecto a la infeccion por VPH y al estado fisico de su genoma, se encontrd expresion
positiva a VPHAR en el 81.9% de los casos de NIC, esta proporcién es similar a la encontrada
por Alarcén L en 2006, quien detectd 82.8% de infeccion por VPHAR mediante HIS en

poblacion guerrerense.

En nuestra poblacion, el mayor porcentaje de casos sin presencia de VPHAR correspondi6 a
los casos negativos a NIC, NIC | y en menor frecuencia en NIC Il y NIC Ill. Estos resultados
pueden atribuirse, desde el punto de vista metodoldgico, a que la infeccién pudiera deberse a
algun tipo viral que no haya sido incluido en el coctel de sondas utilizadas para la HIS; por
otro lado considerando que tanto el proceso inflamatorio ocasionado por la infeccion viral
como la presencia de factores agregados tales como bacterias, virus como el herpes y
hongos, provocan induccion y liberacion autocrina de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e
interleucina 1 (IL-1) por el epitelio cervical. Dichas citocinas, de acuerdo a estudios realizados
en lineas celulares de origen cervical, inhiben la replicacién del genoma viral provocando que
en etapas tempranas de la infeccién el nUmero de copias virales sea minimo y no se alcance

la cantidad de 30 copias de DNA viral necesarias para la deteccién por HIS (Scott et al. 2001).

La mayor cantidad de casos positivos a VPHAR lo expresaron en forma difusa (estado
episomal), y se present6 en los 3 tipos de NIC y sélo en un caso negativo a NIC. El hecho de
que el estado episomal sea el mas frecuentemente detectado implica que dichos casos tienen
menor riesgo de progresion ya que de acuerdo con Pett y Coleman 2007, este estado del
genoma viral no implica la desregulacién de E2 por lo que la expresion de E6 y E7 esta
adecuadamente regulada; aunque si se considera un riesgo potencial para la integracion del
genoma viral lo que se traduciria en una progresion de las lesiones a carcinoma invasor. Es
por esto que deberia realizarse un seguimiento de estos casos lo cual permitiria detectar a

tiempo la integracion del genoma viral y por ende la expresién desregulada de E6 y E7.

La expresion mixta fue negativa en los casos sin NIC y positiva en los 3 tipos de NIC. La
puntiforme (estado integrado del DNA del VPH) se presento6 en los 3 tipos de NIC siendo mas

frecuente en las NIC Ill. Es decir, se encontré un aumento de casos con DNA viral integrado a
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medida que progreso la lesion de NIC | a NIC lll. Obteniendo diferencias significativas entre el
estado fisico del DNA del VPHAR con la progresion del diagndstico histolégico (Figura 6). En
el estado integrado la expresion de las proteinas E6 y E7 esta desregulada por lo que existe
una interaccion de estas proteinas virales con las proteinas del hospedero pRb relacionada
con la proliferacién y p53 con la apoptosis por activacion del factor de transcripcion NF-kB,
dicha interaccion induce la degradacién de las mismas por ubiquitinacion. Por otro lado, a
medida que se integra el DNA viral en sitios de alta fragilidad del genoma celular, la expresion
de la transcripcion de los genes involucrados en la regulacion de la proliferacion y apoptosis
se desregula y por lo tanto, se irAn acumulando una serie de mutaciones que junto con la
elevada expresion de las proteinas virales llevaran a la progresion de las lesiones cervicales
(Pett y Coleman 2007; Lépez y Aristizabal 2006; Krauss 2003)

Dos casos negativos a NIC, presentaron DNA viral, uno de ellos con expresion difusa y el otro
con expresion puntiforme, lo que indica que, aunque morfolégicamente no haya datos de
infeccion viral, el genoma del VPH esta presente en estado episomal e integrado,
respectivamente, por lo cual existe mayor riesgo de progresion a NICs. Estos hallazgos
demuestran la utilidad de la deteccion del estado fisico del genoma viral en la progresion de
las NICs, ya que se considera que las lesiones con genoma viral integrado tienen un alto

riesgo de progresion por lo ya expuesto.

En cuanto a la correlacion entre la expresion y localizacion de Ki-67 por diagnéstico
histolégico (Tablas 9 y 10), el mayor porcentaje de casos con expresion minima correspondio
a NIC | (38.1%), mientras que la expresiéon moderada y alta fue mayor en NIC Ill, dos casos
negativos a NIC también presentaron este patrén de expresion, lo cual indica que tienen
elevada actividad proliferativa, lo que puede deberse a que se trata de casos que presentan
algun proceso inflamatorio, lo que concuerda con lo obtenido por Agoff et al en el 2003, en
biopsias con diagndstico histolégico normal o inflamatorio (n=120), en las que observo la

expresion moderada y alta de Ki-67en 15 y 5 casos respectivamente.

Respecto a la localizacion de la expresion de Ki-67 (Tabla 10), la mayoria del grupo negativo
a NIC present6 expresion exclusivamente en células parabasales, los casos con NIC |y NIC
Il en el primer y segundo tercio, y los casos con NIC Ill en el segundo tercio y todo el epitelio,

lo que correlaciona con el diagnoéstico histolégico. Asi mismo, 4 casos negativos a NIC,
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presentaron expresion que abarcé desde el primer tercio en dos de ellos, el segundo tercio en
otro, y todo el epitelio en el caso restante. De lo mencionado podemos sefialar que existe una
correlacion significativa entre la expresion y localizacion de la proteina Ki-67 con la progresion
preneoplasica, es decir, la expresion de Ki-67 aumenta al progresar el grado de lesion, asi
mismo su localizacién se relaciona significativamente con el grado de lesion histologica
(p<0.05), por lo cual este marcador representa una herramienta esencial en el diagndstico
histoldgico, que hasta el momento es exclusivamente dependiente del criterio del observador.
La expresion desregulada de la proteina viral E7 favorece la degradacion de pRb, por lo que
la proliferacion celular se ve aumentada y por lo tanto, ya que Ki-67 es una proteina nuclear,
la expresion de la misma aumenta proporcionalmente en cada division celular, es por ello que
gueda de manifiesto que puede funcionar como un buen marcador de proliferacién y
progresion de las lesiones precursoras de CaCu. Este marcador permite discriminar entre
casos particulares, como se comprueba en dos casos en los que el criterio morfologico fue
negativo pero la expresion de Ki-67 correspondié a NIC Il y NIC lll. Asi mismo, 4 casos
negativos a NIC, abarcaron desde un tercio hasta todo el epitelio, el comportamiento en 2 de
ellos fue como NIC I, otro como NIC Il y el restante como NIC lll, lo que indica que la
expresion de Ki-67 permite detectar la progresion a NIC en casos sin evidencia morfologica de

alteracion.

En cuanto a la correlacién entre la expresion y localizacion de p16™<?

por diagndstico
histolégico (Tabla 11 y12) el mayor porcentaje de casos sin expresion correspondié a NIC |
(41.2%), la expresion esporadica predomind en NIC 1l y NIC Ill, y los patrones de expresion
focal y difuso principalmente en NIC Ill. Un caso negativo a NIC también presenté expresion
difusa. Respecto a la localizacion de la expresion, la mayor cantidad de casos negativos a
NIC y algunos de NIC | no expresaron la proteina, y solamente 8 casos de NIC | presentaron
expresion en todo el epitelio (patrén difuso). En los casos de NIC Il y NIC Il la mayor cantidad
la expresaron en todo el epitelio. Lo anterior implica que se obtuvo una correlacion

significativa entre la expresion y localizacién de la proteina p16™K*®

con el diagnéstico
histolégico, es decir, que aumentd la expresion difusa de la proteina a medida que aumento el
grado de lesién, y que dicha expresion permite distinguir entre aquellos casos cuyo
comportamiento biologico no coincide con el diagnostico histologico. Un ejemplo de ello es el

caso negativo a NIC, que expreso la proteina en todo el epitelio. Lo cual sugiere que aunque
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todavia no haya alteracion morfoldgica si puede estar presente un proceso de transformacion
celular, que posiblemente se deba a un VPHAR dada la relacién propuesta para p16™<* y
este virus (Toro et al. 2005; Hardisson 2005). Asi mismo, los casos con NIC | y NIC Il que
expresaron la proteina en todo el epitelio mostraron un comportamiento similar al de NIC IlI,
por lo que posiblemente progresaran a ese grado de lesion. Resultados semejantes han sido
obtenidos por Klaes et al. (2001), donde 13 de 48 casos diagnosticados histolégicamente
como inflamatorios presentaron expresion de p16™<*3 10 con patrén esporadico y 3 focal. Es
importante reconocer que, en general, en el estrato parabasal comienza a aumentar el
namero de copias del genoma viral, lo cual concuerda con datos experimentales en los que se
ha determinado que si bien, la infeccion por VPHAR se lleva a cabo en el estrato basal, la
integracion del genoma viral y la desregulacion de E2 viral comienza a partir de que las

células inician su diferenciacién al estrato parabasal (Woodman et al. 2007).

En lo referente a la expresion de Ki-67 con el estado fisico del DNA del VPHAR (Tabla 13), se
observa que la mayor cantidad de casos con expresion minima no presentaron infeccion por
VPHAR, la expresion moderada predomind en casos con genoma viral difuso, y la expresion

alta en casos con DNA viral difuso y puntiforme.

Respecto a la correlacién entre la expresion de p16™*® con el estado fisico del DNA del
VPHAR (Tabla 14) no se evidenci6 el DNA viral del VPHAR en los casos sin expresion de
p16™**2 |os patrones esporadico y focal, se presentaron principalmente en casos con DNA
viral episomal, pero contrario a lo esperado el patrén difuso no solo predominé en los casos
con DNA viral integrado, sino también en los de estado episomal. Estos resultados coinciden
con los obtenidos por Kalof et al. (2005), quienes reportan 44.4% de casos con VPHAR
episomal (n=18) y 100% de casos con expresion puntiforme (n=20), que presentaron patron
difuso de p16™**?. Respecto a los casos con genoma en estado episomal que expresaron el
patrén difuso de p16™““* podrian indicar que la sobre-expresién de p16™** no
necesariamente es consecuencia de la integracion del genoma viral, lo cual queda de
manifiesto en 8 casos negativos a VPHAR donde hubo expresién de p16™ *® asociado a un
proceso inflamatorio intenso ajeno al VPHAR, dicha sobreexpresion posiblemente sea el
resultado de la activacion de las via de Ras y del factor de transcripcion Myc, los cuales

INK4a
6

regulan la expresion de pl en células humanas; la activacion de esta via puede deberse
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principalmente a factores de estrés celular tales como hipoxia, estrés de tipo oxidativo,
radiaciones ionizantes entre otros; considerando las caracteristicas del microambiente uterino
como es el proceso inflamatorio cronico, dichos elementos deben ser identificados en estas
lesiones con el fin de relacionar todos los factores que de forma independiente a la infeccion
viral pudiesen estar favoreciendo la proliferacién y la inhibicion de la apoptosis (Gil y Peters
2006).

De la correlacion entre Ki-67 y p16™“? con el estado fisico del DNA del VPHAR en casos
negativos a NIC (Tabla 15), se puede ver que en 10 de ellos, se presentd expresion minima
de Ki-67, y negativa de p16™“*®, ademés de que no se evidencié infeccién por VPHAR. Estos
datos correlacionan significativamente (p<0.05) con el diagndstico histolégico, aunque es
prudente sefialar que al menos en 2 de ellos tanto la presencia y estado fisico viral como la
expresion de proteinas indican que hay alta probabilidad de progresion a NIC. Lo anterior
pone de manifiesto la importancia de la deteccion del estado fisico del genoma viral y de las
proteinas estudiadas, sobretodo en casos en que no se presentan alteraciéon morfoldgica. En
lo que respecta a la expresion de Ki-67 en NIC I, 1l y Il no se obtuvo asociacion con el estado
fisico del DNA del VPHAR debido a la dispersion en los datos y a la disminucion del numero
muestral al restringir el analisis exclusivamente a dichos grupos por separado. Sin embargo
fue importante realizarlos dado que nos permiti6 conocer si habia alguna tendencia a la

progresion en cada uno de los grupos analizados (datos no mostrados).

En la expresion de p16™¢4

y el estado fisico del DNA del VPHAR en casos con diagnostico
de NIC Il (Tabla 16), se observa que practicamente las mitad de casos sin expresion de la
proteina tampoco presentaron infeccion por VPHAR, lo cual podria indicar la posibilidad de
gue estos casos pertenezcan al grupo de lesiones que sufren una regresién espontanea, cuyo
proceso no esta bien dilucidado. Tanto la expresion esporadica como la focal, se presentaron
en casos con patron difuso del DNA viral. En el caso de la expresion de p16™“* en NIC | y
NIC 1ll, no se obtuvo asociacion con el estado fisico del DNA del VPHAR debido a las mismas

razones antes mencionadas para Ki-67 (datos no mostrados).

En las tablas 17 y 18 donde se reporta la distribucién de Ki-67 y p16™<4?

, por diagndstico, se
observa que en 20 casos fue posible la deteccién de VPHBR mediante HIS, asi mismo que en

6 casos con infeccion por VPHBR 5 de ellos presentaron co-infeccion por VPHAR y solamente
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un caso presento infeccion exclusiva por VPHBR; en este caso se encontré una expresion
minima de Ki-67 y negativa de p16™*? lo que implica que aunque se trata de un solo caso la

expresion de Ki-67 y p16™k4a

se presenta cuando esta presente una infeccion por VPHAR.
Estos hallazgos implican que, como se menciond en la introduccion, hay diferencias
estructurales de las proteinas E6 y E7 provenientes de VPHBR con respecto a las proteinas
de los VPHAR, lo que las hace menos afines a las proteinas blanco del hospedero, pRb y

6INK4a

p53, lo cual explicaria el no haber encontrado expresion de Ki-67 y pl cuando no esta

presente el VPHAR.

Integrando los resultados obtenidos con el ciclo infeccioso del VPH en tejido cervical,
podemos proponer que desde que el VPH ingresa a la célula mediante proteinas
transmembranales como la o integrina, se induce la activacién de la cinasa de tirosina no
receptora FAK por autofosforilacion, creando sitios de unién para Src (cinasa de tirosina no
receptora codificada por el oncogén Src el cual fosforila a FAK en otros residuos de tirosina
creando mas sitios de unién para otras proteinas tales como la proteina adaptadora Grb2, y
otras como PI3K (cinasa 3 de fosfoinositidos). La proteina Grb2 formara un complejo con Sos,
el cual es un factor de intercambio de nucle6tidos de guanina que da lugar a la activacion de
la via de Ras, que estimula la proliferacion celular y la expresion de la proteina Ki-67 como lo

observamos en los casos analizados (McCubrey et al. 2007; Cooper 2006).

Por otro lado, el virus se establece inicialmente de forma episomal y transcribe sus proteinas
de manera regulada, como ya se ha explicado, lo que significa que la expresion de E6 y E7
aumentara proporcionalmente con el nimero de copias de genoma replicadas; por lo que
podemos inferir que dichas proteinas virales, ademas de favorecer la proliferacién por accion
directa sobre el ciclo celular, también, al interactuar E6 con p53, se inducird la alteracion en la
expresion de las fosfatasas que regulan la actividad de cinasas rio abajo de Ras
(Raf/MEK/ERK), con lo que permaneceran activas y aumentaran la transcripcion de c-Myc, y
este a su vez aumenta la transcripcion de p16™<“®. Todo lo anterior nos indica que la unién
del viridbn con las integrinas va a propiciar la activacion de vias antiapoptéticas como la via de
PI3K, lo que propiciara la carcinogénesis; asi mismo, la activacion de la via de Ras que regula
la organizacion del citoesqueleto de actina, y controla diversos procesos celulares, incluidos la

motilidad celular, la adhesién celular y la citocinesis por activacion de las proteinas Rho,

--51--



explica la presencia de diversos grados de lesion (NICs) en los tejidos donde el genoma viral
se encuentra en estado episomal y que para este estudio, fue el predominante(McCubrey et
al. 2007; Cooper 2006).
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V. CONCLUSIONES

En la poblacion del Distrito Federal, el rango de edad en el que se presentd la mayor
incidencia de neoplasia intraepitelial cervical fue en el de 21 a 40 afios, y se asocio

significativamente con el IVSA antes de los 18 afos.

La infeccion por VPHAR se presento en el 81.9% de los casos con lesiones premalignas

cervicales y predominé el estado episomal (50.7%) del genoma viral.

El estado fisico del DNA del VPHAR se asocio significativamente con la progresion de las
NICs, en las que el patron de expresion puntiforme se relacion6 con mayor riesgo de

progresion.

La infeccion por VPHBR se presentd en el 40% de los casos de las lesiones cervicales

estudiados y ésta fue principalmente como co-infeccion con VPHAR.

El DNA del VPHAR se relacion6 significativamente con la expresion una alta Ki-67 y difusa de

p16™ 2 y esto correlacioné con el grado y progresion de NIC.
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VI. EXPECTATIVAS

Realizar el seguimiento de la cohorte que permita establecer el porcentaje de progresion de
NIC, el comportamiento en cuanto a la expresion de Ki-67 y p16™<* y el estado fisico del
DNA del VPH.

Determinar la expresion de Ki-67 y p16™<*

en citologia convencional y compararla con la
expresion en histologia para determinar su utilidad como marcadores de progresion en el

primer nivel de atencién.

Realizar un estudio que permita establecer la relacion entre el estado fisico del DNA del
VPHAR con la expresion in situ de las proteinas virales E2, E6 y E7 en lesiones premalignas y

malignas de CaCu.

6INK4a

Determinar la activacion de las vias Ras y su relacion con la expresion de pl en la linea

celular HeLa
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