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RESUMEN:

Objetivo: Determinar la frecuencia de coexpresién dual del p16 (INK4a) y ki67 en los diferentes grados de las
neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) y su contribucién molecular para diagndstico y prondstico.
Material y Metodos: El disefio es descriptivo, prospectivo transversal. Se revisaron 20 biopsias de cérvix
embebidas en parafina, que se encontraban en el archivo de Anatomia Patolégica de un Hospital tercer nivel
de Perl entre Enero y Diciembre del 2016, cuyas ldminas portaobjeto fueron coloreadas con
hematoxilina-eosina y reportadas como neoplasia intraepitelial (NIC) I, I, lll. Se realizaron nuevos cortes
histolégicos de 3 micras para estudios complementarios usando la técnica de inmunohistoquimica dual. Las
células con positividad para p16 mostraron tincién citoplasmatica y/o nuclear de color rojizo y aquellas con
positividad para ki67 mostraron coloraciéon nuclear marrén. Resultados: Los 20 casos de neoplasia
intraepitelial se dividen en: 06 casos de NIC I; 11 casos de NIC Il y 03 casos de NIC I11. La tincién dual para el Ki67
y p16 se realizd a los 20 casos, esto mostrd una coexpresion en el 85% y ausencia de expresién dual en 15%. Se
observé tincién en los diversos grados de NIC predominando el grado 1+ en un 50%. En el grado 2+ y 3+ la
expresion fuerte en NIC Il y NIC Ill respectivamente. La expresién del Ki67 se dio en todos los diferentes
grados de NIC. Conclusiones: La coexpresion del Ki67 y p16 es de 85% en los diversos grados de NIC, siendo
frecuente en el grupo de NICII.

Palabras Claves: Neoplasia intraepitelial, neoplasia del cuello uterino, hematoxilina. (Fuente: DeCS BIREME)

ABSTRACT:

Obijetive: To determine the frequency of dual coexpression of p16 (INK4a) and ki67 in the different degrees of
cervical intraepithelial neoplasia (CIN) and its molecular contribution for diagnosis and prognosis. Material
And Methods: the design is descriptive, prospective and cross-sectional. 20 cervix biopsies embedded in
paraffin have been reviewed. These slides gathered from January 2016 to December 2016 were located in the
records of Anatomical Pathology Department of a third level Hospital in Peru. The slides were stained with
hematoxylin-eosin and reported as intraepithelial neoplasia (CIN) I, II, lll. New histological sections of 3
microns were made for complementary studies by using dual immunohistochemistry technique. The cells
with positivity for p16 showed cytoplasmic and / or nuclear reddish staining and those with positivity for ki67
showed brown nuclear coloration. Results: The 20 cases of intraepithelial neoplasia are divided into: 06 cases
of CIN [; 11 cases of CIN Il and 03 cases of CIN Ill. Dual staining for Ki67 and p16 was performed in all 20 cases.
This showed coexpression in 85% and absence of dual expression in 15%. Staining was observed in the
different grades of CIN, with predominance in grade 1+ ( 50%). In grade 2+ and 3+ the expression was strong
in CIN Il and CIN Il respectively. The expression of Ki67 occurred in all the different grades of NIC.
Conclusions: The coexpression of Ki67 and p16 is 85% in the different grades of CIN, being frequent in the
group of CIN II.

Keywords: Intraepithelial neoplasia, uterine cervical neoplasms, hematoxylin. (Source : MeSH NLM).
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INTRODUCCION

El cdncer mds frecuente en el Pert es de cuello uterino, 14.9% segin
MINSA. En los ultimos afios, las técnicas inmunohistoquimicas han
contribuido a mejorar el diagndstico y prondstico en los casos de
neoplasias. Entre tales técnicas destaca el anticuerpo monoclonal
Ki-67 el cual detecta un antigeno nuclear que se expresa en las
células que entran al ciclo celular, proporcionando una medida
directa de la fraccién de crecimiento del tejido. Mientras que el P16
(INKga) detecta antigeno citoplasmatico, en  condiciones
normales la proteina del retinoblastoma (pRB) inhibe Ia
transcripcion del gen inhibidor de quinasa dependiente de ciclina
p16 (INK4a) participa en el control del ciclo celular (1).

La neoplasia intraepitelial (NIC), también conocida como displasia
cervical es inducida por infecciones persistentes a través de los
tipos papilomavirus humanos (VPH) de alto riesgo. La mayoria de
los investigadores creen ahora que la infeccién persistente con
tipos de VPH de alto riesgo estd asociada con el posterior desarrollo
de displasia de alto grado y carcinoma cervical invasivo. Sin
embargo, muchas infecciones son transitorias y una proporcién
sustancial desarrolla neoplasia intraepitelial o displasias cervical
(1,2,3).

El crecimiento de las neoplasias intraepiteliales o lesiones
displasicas se desencadena por el aumento de la expresién de dos
oncogenes virales E6 y E7 (proteinas no estructurales papiloma
virus humano), que interactdan con diversas proteinas reguladoras
del ciclo celular. Entre éstos se encuentra el producto génico de
retinoblastoma pRB, que es inactivado por oncogén E7. La pRB
inhibe la transcripcién del gen inhibidor de quinasa dependiente de
ciclina p16 (INK4a). El aumento de la expresion de los oncogenes
virales en las células cervicales displdsicas podria reflejarse por el
aumento de la expresién de p16 (INK4a). De acuerdo con esta
hipétesis, se observé una marcada sobreexpresién de p16 (INK4a)
en todas las lesiones de neoplasia intraepitelial cervical (NIC) (4).

El p16 (INK4a) es una proteina que pertenece a los inhibidores de la
familia de la quinasa dependiente de ciclina (CDK) 4 (familia INK4a),
al interactuar con los complejos de cinasas dependiente de ciclina
(CDK4 y CDK6), el p16 inhibe la formacién del complejo ciclina D /
CDK4 y 6, que es una proteina estimuladora de la proliferacion. El
p16 también funciona como un inhibidor de cinasa dependiente de
ciclina (CDKI) mediante la inhibicién de la fosforilacién inducida por
CDK de pRb (5,6). La fosforilacion de pRb cambidndola de un
estado activo (hipofosforilado) a un estado inactivo
(hiperfosforilado). La inactivacién de RB permite que la célula pase
el punto de restricciéon G/S1 induce la liberacién de un factor de
transcripcion E2F a partir de la forma unida de E2F y pRb. La
liberaciéon de E2F resultados en la transicién G1-S (7,8). Existe,
entonces, una relacién inversa entre la expresién de p16INK4a y la
presencia de pRb activa.

Los marcadores como Ki-67 o ciclina E (CDK2) pueden ser dtiles en
la biopsia problematica, cuando el diagndstico diferencial estd
entre un proceso reactivo como metaplasia inmadura o
regeneracion de glandula y un precursor de cancer de alto grado
(9). El anticuerpo monoclonal Ki-67 detecta un antigeno nuclear
que se expresa exclusivamente en las células que entran al ciclo
celular (fases G1, S, G2 y mitosis) pero no en células en reposo (Go),
por lo tanto, el anticuerpo monoclonal Ki-67 permite la deteccién
inmunohistoquimica de células que completan un ciclo y su
expresion proporciona una medida directa de la fraccién de
crecimiento del tejido. Al contrario de muchas otras proteinas
asociadas al ciclo celular, el antigeno Ki67 se encuentra
sistematicamente ausente de las células latentes y no es detectable
durante los procesos de reparacién del ADN.

Por ello, la presencia del antigeno Ki67 se asocia estrictamente con
el ciclo celular y se confina al nucleo, lo que sugiere un papel
importante en el mantenimiento o regulacién del ciclo de divisidn
celular (10).

El objetivo de nuestro estudio es determinar la frecuencia de
coexpresion dual del p16 (INK4a) y ki67 en los diferentes grados de
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las neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) y su contribucidn
molecular para diagndstico y prondstico.

MATERIAL Y METODOS

La presente investigacion corresponde al disefio descriptivo,
prospectivo transversal. Para el desarrollo de la investigacion se
revisaron 20 biopsias de cérvix embebida en parafina, que se
encontraba en el archivo de Anatomia Patoldgica, laminas
portaobjetos coloreadas con  hematoxilina y eosina, con
diagndstico de neoplasia intraepitelial (NIC), obtenidas mediante
biopsia dirigida por colposcopia a las pacientes atendidas en el
Hospital Santa Rosa (Lima, Perut) entre enero y diciembre del 2016,
segun criterios de inclusidn y exclusion.

Se realizaron nuevos cortes histoldgico de 3 micras para estudios
complementarios por técnica de inmunohistoquimica dual acttian
mediante dos anticuerpos unidos a dos cromdgenos diferentes, de
modo que las células con positividad para anticuerpo P16
mostraron tincién citoplasmatica y/o nuclear de color rojizo y
aquellas con positividad para Ki6é7 mostraron coloracién nuclear
marrén, utilizando anticuerpo monoclonales para evidenciar el
indice proliferativo (Ki67) y la expresion del p16. Los resultados de
tincién se clasificaron para p16 (11) en cuatro grados segun la
marcacion nuclear o citoplasmdtica: gr o (<1%); 1+ (1-5%); 2+ (5 -
25%) y 3+ (>25%). Para determinar el grado de expresién de Ki-67, se
examinaron los nucleos de 200 células epiteliales ubicadas en toda
la capa epitelial en un campo de alta potencia (x 400). El indice Ki-67
se definié como el porcentaje de células Ki-67 positivas. Se dieron
grados 1+, 2+ y 3+, se definid como el porcentaje de células con
marcacion nuclear positiva considerandose: grado 1+ (<5%), 2+ (5 —

30%),y 3+ (>30%) (12).

RESULTADOS

Se obtuvieron 20 casos cuya distribucién por grupo etario y grado
de neoplasia intraepitelial (NIC) o displasia de cérvix, por tincién de
hematoxilina y eosina, se consignan en la tabla 1.

Tabla 1: Distribucidn de los casos evaluados seguin grupos de
edades y grado de neoplasia intraepitelial

“eoroes | wer | wen | wew | tom | x|
5 o 7

18-30 ANOS 2 35.0%
31-45 ANOS 4 3 2 9 45.0%
46-60 ANOS 0 1 1 2 10.0%
>60 ANOS 0 2 0 2 10.0%
TOTAL 6 1 3 20 100.0%

Fuente: Departamento de Patologia y Laboratorio Cinico- Servicio
de Anatomia Patoldgica del HSR.

La mayoria de casos con neoplasia intraepitelial pertenecen a
pacientes del grupo etario de 31 a 45 afios con 45%, la lesién
predominante fue NIC Il con 11 casos.

Figura 1. Coloracién Hematoxilina/Eosina.
Se observa epitelio escamoso con NICII
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Se realizd la tincidn dual de inmunohistoquimica con anticuerpos
monoclonal para p16 y ki67 y, seguin el patrén asignado, se observa
los siguientes resultados en las tablas 2 y 3.

Tabla 2: Tincién del dual p16 en las muestras evaluadas

DISPLASIA | p16 GRADO 0 | p16 GRADO 1+ | p16 GRADO 2+|p16 GRADO 3+| TOTAL
2 4 0 [ 6

NICI

NICHI 1 5 3 2 1

NICHI 0 1 0 2 3

TOTAL 3 10 3 4 20
% 15% 50% 15% 20% 100%

Fuente: Departamento de Patologia y Laboratorio Cinico- Servicio de
Anatomia Patoldgica del HSR.

En la tincién de imunohistoquimica para el anticuerpos
monoclonales P16, la graduacién para P16 grado 0 se encuentran
3 casos (15%), observandose expresién del 85% para el anticuerpo
P16 considerado como positivo segliin protocolo de trabajo, con
mayor frecuencia se observa el grado 1+ (50%), siendo la
expresion mayor en el grupo de NIC I (11 casos), el grado 3+ con el
20%, y el grado 2+ con 15%.

Tabla 3: Tincion dual del ki67 en las muestras evaluadas

DISPLASIA | ki67 GRADO 1+ | ki67 GRADO 2+ | ki67 GRADO 3+
3 3 0 6

NICI
NICH 1 6 4 1
NICHI [¢] 1 2 3
TOTAL 4 10 6 20
% 20% 50% 30% 100%

Fuente: Departamento de Patologia y Laboratorio Cinico- Servicio de
Anatomia.Patolégica del HSR

EI Ki67, se expresaentodos los grados de neoplasia intraepitelial
(NIC), siendo mayor en el NIC I, con 11 casos; NIC |,con 6 casos
y NICIl, con 3 casos.

Figura 2. NIC Il. Coxpresién del P16 y Ki67, grado de tincidén 2+. Célula con
citoplasma color rojizo (P16) y nticleo marrdn oscuro (Ki67)

DISCUSION

En el presente trabajo se incluye 20 casos de neoplasia
intraepitelial de cérvix (NIC), obtenidos del archivo de Anatomia
Patoldgica del Hospital Sana Rosa durante el 2016: 06 casos de NIC
I, 11 casos de NICII y 03 casos de NIC lll. La tincién dual para el
Ki67 y P16 se realizd a los 20 casos, mostro una coexpresion de
85%; ausencia de expresién dual 15%: 02 casos de NICly 01 caso
de NIC Il; Se observa tincién en los diversos grados de NIC,
predominando el grado 1+, en un 50%, expresién mayor NIC Il con
5 casos; NIC | 04 casos. Siendo el grado 2+ y 3+, se observa
expresion fuerte en NIC I, NIC Il respectivamente.

De los 20 casos estudiados la expresion del Ki67 se dio en todos los
diferentes grados de neoplasia intraepitelial, se evidencia tincidn
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dual con el P16 en el 85% el cual nos indica que el ciclo celular se
encuentra alterado y es irreversible; el 15% del expresién del Ki67
es reversible, porque no expresa simultdneamente el anticuerpo
P16. En un estudio realizado en China entre 2010 y 2013 sobre
tincién dual, el nivel de expresién de P16 estaba en relacién con el
Ki67 (P <0.001) y menciona que 268 casos con expresién negativa
de p16 y Ki-67 fueron diagnosticados como NEG o CIN1, ayuda
definir el diagndstico, 199 de 209 casos con expresién positiva
fuerte (3+) en p16 y Ki-67 tenfan neoplasia intraepitelial de alto
grado incluyendo CIN2 y CIN3(13). Nuestro trabajo también se
observa expresion negativa en NIC I y NIC Il, la tincién fuerte y
extensa en el espesor del epitelio corresponde a NIC Il y NIC I, muy
similar a nuestro trabajo. En Sevilla, Espafia se publicd en el 2012 un
estudio de tincién dual P16 y Ki67 en citologia de cérvix, la tincién
dual de una célula se considera como positivo, la paciente debe
realizarse biopsia de cérvix para determinar el grado de neoplasia
intraepitelial, pero la sensibilidad (respecto de la clésica tincién
PAP) y la especificidad (respecto del cldsico tipaje viral)
aumentaran, asi como la comodidad para el patdlogo en la
identificacion de las células con enfermedad (14). La coexpresién
del P16 y Ki67 nos indica que el ciclo celular esta alterado (perdi6 el
control) y es altamente susceptible a desarrollar cancer (4), en
nuestro trabajo la coexpresién dual representa el 85%, fuertemente
asociado especialmente a NIC I, lo que indica de acuerdo a los
reportes publicados, que este grupo de neoplasia intraepitelial
tiene alta probabilidad de desarrollar cancer, por tal motivo
estamos en la obligacidn de realizar un tratamiento en el momento
oportuno. Otros publicaciones refiere que la tincién dual de P16 /
Ki-67 podria ser considerado como un biomarcador adecuado para
los programas de cancer de cuello uterino de un pais o regidn,
basado en el PVH (15), porque nos permite estudiar pacientes
mediante citologia y/o biopsia de cérvix. Trabajos realizados en
Brasil entre Febrero de 2003 y Diciembre 2006 muestran que de un
total de 174 mujeres que se sometieron a toma de muestra de
citologia para estudio de PCR y la biopsia para determinar la
expresion de p16INK4a y Ki67 mediante técnicas de
Inmunohistoquimica, la presencia de PVH-DNA se observd en el
89%, los cuales el 52% fueron positivos para tipos virales de alto
riesgo. Con respecto a p16INK4a aislado, se observd expresién del
69%; la expresion de los marcadores p16INK4a y Ki67 estaba
presente en el 86% de las muestras (p <0,001), siendo el 100% entre
los positivos al AR-HPV-DNA con NIC alto grado (p <0,001(16) el
resultado de la coexpresién es muy similar a nuestro estudio.
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