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EXPRESION DE p16 Y GENOTIPO DEL VIRUS PAPILOMA HUMANO EN
PACIENTES CON CARCINOMA INVASOR DE CUELLO UTERINO.
Reinaldo Mejias Caneldn. Especialista en Cirugia General

RESUMEN

El cancer de cuello uterino es el cuarto tipo de cancer mas frecuente en
mujeres a nivel mundial. Recientemente, ha sido identificado el p16 como un
biomarcador para lesiones neoplasicas cervicales inducidas por VPH y se ha
sugerido como ayuda diagnostica para dichas lesiones. El objetivo de este
estudio fue determinar la expresion de pl6 y genotipo del virus papiloma
humano en pacientes con carcinoma invasor de cuello uterino tratadas en el
Instituto Oncoldgico “Dr. Miguel Pérez Carreiio” durante el afio 2013 - 2015.
La muestra estuvo constituida por 59 pacientes de sexo femenino en edades
comprendidas entre 25 y 79 afios, con diagnostico histopatolégico de
carcinoma invasor de cuello uterino La deteccion del ADN del VPH se realizo
mediante amplificacion por PCR, por otro lado para determinar la expresion
de pl6 se utilizé el bloque de parafina donde se hizo el diagndstico
anatomopatologico las muestras de cada paciente fueron agrupadas
mediante la técnica de Microarray tisular. Se observd expresion de pl6 en
76,27% de las pacientes estudiadas (45 casos) y un 76,27% de las pacientes
presentd6 VPH (45 casos), fueron mas frecuentes las que presentaban
genotipos de VPH altamente oncogénico (82,22%=37 casos) siendo el
genotipo mas frecuente el 16 (14 casos). No se encontré una asociacion
estadisticamente significativa entre la expresiéon del pl6 y el riesgo
oncogénico. El p16 se encontré positivo en la mayoria de las pacientes de
cada tipo histologico. En los estadios | y Il la expresion del pl6 estuvo
positiva en (96,16%= 25 casos). Se encontrd6 una asociacion
estadisticamente significativa entre la expresion del p16 y el estadio precoz
del cancer. Esto sugiere que la tincidon inmunohistoquimica de pl6 puede
aplicarse exitosamente a las muestras de biopsia en bloques de parafina, y
puede ofrecer resultados méas objetivos para reducir las interpretaciones
falsas negativas y falsas positivas, ayuda a predecir cuales carcinomas
invasores presentan mayor riesgo de progresion clinica por ende la
expresion de pl6 es un factor de buen pronostico en el carcinoma invasor de
cuello uterino.

Palabras Claves: Cancer de cuello uterino, VPH, p16, inmunohistoquimica.



EXPRESSION OF P16 AND HUMAN PAPILLOMA VIRUS GENOTYPE IN
PATIENTS WITH INVASIVE CANCER CERVICAL.

Reinaldo Mejias Caneldn. Specialist in General Surgery
ABSTRACT

Cervical cancer is the fourth most frequent cancer in women a Global Level.
Recently, there have been identified the pl6 as a biomarker paragraph
neoplastic cervical lesions induced by HPV and has been suggested as help
to those diagnosed lesions. The aim of this study was to determine the
expression of pl6 and HPV genotype in patients with invasive cervical
carcinoma treated at the Oncology Institute "Dr. Miguel Perez Carrefio" during
the lapse 2013 — 2015. The sample consisted of 59 female patients aged
between 25 and 79, with histopathological diagnosis of invasive cervical
carcinoma. The HPV DNA detection was performed by PCR amplification;
moreover for the expression of pl6 paraffin block where the pathological
diagnosis was used samples from each patient were pooled by tissue
microarray technique. P16 expression was observed in 76.27% of patients
studied (45 cases) and 76.27% of patients had HPV (45 cases) were the
most frequent presenting high-risk oncogenic HPV genotypes (82,22% = 37
cases) was the most frequent genotype 16 (14 cases). It was not found a
statistically significant association between the expression of pl6 and
oncogenic risk. The p16 was found positive in most patients in each histologic
type. In stages, | and Il the expression of pl6 was positive (96,16% = 25
cases). A statistically significant association between the expression of pl16
and early stage of the cancer was found. This suggests that
immunohistochemical staining of pl6 can successfully applied to biopsy
specimens in paraffin blocks, and can offer more targets results to reduce
false negative and false positive interpretations, which helps predict invasive
carcinomas increased risk of clinical progression by hence the expression of
pl6 is of good prognosis in invasive cervical carcinoma.

Keywords: Cervical cancer, HPV, p16, immunohistochemical.



INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
todo el mundo; en 2012 hubo unos 14 millones de nuevos casos y 8,2
millones de muertes relacionadas con el cancer. Se prevé que el nimero de
nuevos casos aumente en aproximadamente un 70% en los proximos 20
afos. En 2012, los canceres diagnosticados con mas frecuencia en la mujer

fueron los de mama, cuello uterino, colon y recto, pulmén y estomago (1).

En el afio 2012 ocurrieron en Venezuela 42046 casos de céncer. Las
defunciones registradas para el mismo afo fueron 22815 y al separar por
género y localizaciones, observamos que en el género femenino, las cuatro
localizaciones mas frecuentes son: glandula mamaria (5063 casos y 2067
defunciones), cuello uterino 4076 casos y 1630 defunciones), pulmén 1697
casos y 1366 defunciones) y colon y recto (1661 casos y 801 defunciones),

gue representan el 56 % de la incidencia y 52 % de la mortalidad anual (2).

Hasta la fecha, los esfuerzos para la prevencion del cancer cervical se han
enfocado en la pesquisa de mujeres sexualmente activas por citologia
cervical con la tincion de Papanicolaou (Pap). Aunque, el Pap ha reducido
eficientemente la morbilidad y mortalidad del cancer cervical en los paises
desarrollados, éste ocurre todavia con alta frecuencia en las mujeres de los
paises en vias de desarrollo, debido en parte, a que la evaluacion del Pap se
basa en técnicas diagndsticas subjetivas, lo cual implica errores humanos,

Estas limitaciones han creado una fuerte demanda de marcadores



especificos y sensibles que objetivamente resuelvan los dilemas diagnésticos
(3).

El Virus Papiloma Humano (VPH) pertenece a una familia que comprende
mas de 100 genotipos diferentes. Se pueden dividir en dos grupos segun
actien sobre la piel o en mucosas (hasofaringea, oral y genital). Los
genotipos que infectan las mucosas se dividen a su vez en «alto riesgo» (los
mas representativos de este grupo serian el VPH 16 y el VPH 18) y «bajo
riesgo» segun su potencial neoplasico. El VPH no tiene envoltura, posee una
capside icosaédrica y se replica exclusivamente en el epitelio plano

estratificado de la piel y de las mucosas (4, 5).

Hay un grupo de ellos denominado de alto riesgo que se encuentra en el
cancer del cuello uterino y en otros carcinomas, del canal anal, de la oro

faringe y del pene (4).

La infeccion genital con el VPH es hoy dia la enfermedad de transmision
sexual mas comun en el mundo y aunque estas infecciones generalmente
son transitorias, existen dos hechos de caracter relevante; primero, la
infeccion puede ser persistente y segundo, existen mas de 15 tipos de VPH
de alto riesgo. Estos virus constituyen la causa directa de los casos de
carcinoma epidermoide y adenocarcinoma del cuello uterino y sabemos hoy
que el 70% de los casos de cancer cervical se deben a VPH de los tipos 16

y18 (6y 7).



Con los nuevos métodos de biologia molecular los estudios de Nubia Mufioz
y sus colaboradores en la Agencia Internacional para Investigacion sobre el
Cancer (IARC) en Francia, han concluido que en un 99,7% de todos los
casos de cancer cervical, el VPH es la causa necesaria para que estos

tumores se hayan desarrollado (6).

Muchos estudios han demostrado el poder carcinégeno del VPH; de hecho
se ha encontrado en casi todas las lesiones pre neoplasicas y neoplasicas
del cérvix, si bien el potencial oncogénico de los distintos genotipos varia a

pesar de expresar las mismas oncoproteinas (8, 9,10).

En los tipos de alto riesgo (AR) VPH 16 y VPH 18 las proteinas E6 y E7
pueden inducir la inmortalizacion de los queratinocitos, que se debe en parte
a la interaccion de VPH 16 E7 con determinadas proteinas, sobre todo
producto del gen del retinoblastoma (pRb). Esta proteina ejerce un papel
esencial en el control del ciclo celular, ya que regula la actividad de diversos
factores de transcripcién (E2F). En situacion quiescente, la pRb se encuentra
activa, hipofosforilada y unida a E2F. Si exponemos estas células a efectos
mitogénicos se inicia la transcripcion de genes G1 especificos (ciclinas D)
gue a su vez se unen y activan las cinasas dependientes de ciclina (CDK4 y
CDKG®6) que fosforilan la pRb en medio de la fase G1, lo que libera el factor

E2F y se produce la transicion a la fase S (11, 12).

El gen retinoblastoma (gen RDb) regula el punto G1-S del ciclo de division

celular. Una disfuncion en el gen Rb permitiria la progresion del ciclo celular,



aunque existan alteraciones en el ADN que aun no hayan sido reparadas

(13).

En el cromosoma 9p21 (locus CDKN2A) se codifican dos proteinas
supresoras tumorales, p16INK4a y p1l4ARF. La proteina supresora p16INK4a
(p16) inhibe las quinasas 4 y 6 dependientes de ciclina D1 (CDK4/6, ciclina
D1), cuya funcion es regular la actividad de la pRb mediante la fosforilacion
de la misma. La pérdida de funcion de p16 genera una inactivacion de Rb por
hiperfosforilacion y, por tanto, una disregulacion y progresion prematura del

ciclo celular (14).

Se han descrito alteraciones en esta proteina pl6 en relacion con las
radiaciones ultravioleta, por transmisién genética (como ocurre en la
predisposicién familiar al melanoma), como consecuencia de mutaciones
espontaneas, y también provocadas por la accién de papiloma virus (VPH):
los subtipos de VPH mucosos o (VPH 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35...) actuarian
sobre el gen Rb y, en consecuencia, se provocaria una sobreexpresion de
pl6. En concreto, la proteina E7 de estos subtipos de VPH se uniria al gen
Rb impidiendo la accién de los factores de transcripcion del mismo (15, 16,

17).

Existe, por tanto, una relacion reciproca entre pRb y p16. Se ha demostrado
asimismo que en la patogenia del cancer de cérvix, la integracion del material
genético viral en el genoma de las células huésped y la consiguiente

expresion de los productos de los genes virales E6 y E7 determinan una



inactivacion tanto de p53 como de pRb. Esta inactivacion se corresponde con
una sobreexpresion de pl6é que puede ser detectada mediante
inmunohistoquimica (IHQ), poniendo de manifiesto la integracion del genoma

viral en el genoma de las células del huésped (18).

Gracias a trabajos previos sabemos que la pl6ink4a se puede demostrar por
estudio inmunohistoquimico, mostrando un patrén de tincion diferente segun
la infeccién se deba a genotipos de alto o bajo riesgo, independientemente
del tipo de lesion cervical. La inmunorreactividad es nuclear y citoplasmatica
en casos de neoplasia intraepitelial de alto grado (CIN lI-lll) y carcinoma
escamoso, con una positividad difusa e intensa (sobre todo cuando se asocia
a HPV 16/18), mientras que en casos de neoplasia intra cervical leve (CIN 1)

es fundamentalmente nuclear, mas débil y focal (12, 19).

Aproximadamente el 100% de los carcinomas escamosos y CIN II-llI
asociados a VPH sobre expresan pl16 de manera difusa, aunque no todos los
casos que presentan sobreexpresion de pl6é son VPH positivos, esta
circunstancia podria deberse a diferentes factores, como un falso negativo en
la deteccion del virus por escaso numero de copias viricas o por pérdida de
la region subgenomica en el ADN virico. También parece indicar que existen
vias desconocidas de activacion de la p16 independientes de la accion del
VPH. En contraste, la inmunotincion negativa o débilmente positiva ha sido

fundamentalmente descrita en adenocarcinomas no asociados a VPH,



sugiriendo que la disregulacion de esta proteina puede estar relacionada con

la etiologia de estas lesiones (20).

Igualmente la sobreexpresion de pl6ink4a esta presente en la mayoria de
las lesiones cervicales, permitiendo su patron de inmunotincion diferenciar
entre lesiones por VPH de alto o bajo riesgo. La mayor utilidad de la
determinacién de la proteina supresora pl6ink4da se encuentra en las
lesiones de bajo grado histologico que pueden estar provocadas por VPH de
alto riesgo y obligarian a un control clinico mas estricto (21, 22) La
posibilidad de demostrar su sobreexpresion por IHQ evita el realizar técnicas
moleculares mas costosas y complejas, pudiendo realizarse en los Servicios

de Anatomia Patolégica.

OBJETIVO GENERAL: Determinar la expresion de p16 y el sub tipo de VPH
en pacientes con carcinoma invasor de cuello uterino, tratadas en el Instituto

Oncolégico “Dr. Miguel Pérez Carrefio” durante el afio 2013-2015.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Correlacionar las caracteristicas clinico patolégicas de las pacientes con
carcinoma invasor de cuello uterino (edad tipo histolégico, estadio y
evolucion), segun la expresion de pl16, presencia de VPH y el genotipo de

VPH especifico.

2.- Determinar la expresion de pl6 segun riesgo oncogénico de VPH en

pacientes con carcinoma invasor de cuello uterino.



3.- Relacionar la expresiéon de pl6 segun tipo histologico de carcinoma

invasor de cuello uterino.

4.- Comparar la expresion de p16 con el estadio clinico de las pacientes con

carcinoma invasor de cuello uterino.

5.- Medir la supervivencia global segun la expresion de pl16 en el carcinoma

invasor de cuello uterino.



MATERIALES Y METODOS

Pacientes. Se realiz6 un estudio de campo, descriptivo, exploratorio y
correlacional. Se conform6 una muestra no aleatoria, de tipo intencional, con
59 pacientes tratadas en el Instituto Oncologico “Dr. Miguel Pérez Carreio”
del Estado Carabobo, Venezuela, entre los afios 2013 a 2015, de acuerdo a
los siguientes criterios de inclusion: a) sexo femenino; y b) diagndstico
anatomopatologico de carcinoma cervical invasor c) que tengan bloques de
parafina en la institucion. Se excluyeron todos los casos con patologia no
maligna de cuello uterino. Todas las muestras fueron enviadas al Laboratorio
de Citologia de la Maternidad del Este (centro de recepcion) en Valencia,
Venezuela, para luego ser trasladadas, siguiendo las instrucciones
recomendadas internacionalmente, al Laboratorio Genomik C.A., ubicado en
Maracay, Estado Aragua, Venezuela, donde fueron procesadas por PCR vy el
fragmento amplificado, digerido con enzimas de restriccion para obtener el
genotipo viral especifico.

Se incluyeron las siguientes variables edad, presencia y genotipo de VPH,
expresion de pl6, tipo histoldgico, estadio, evolucion y supervivencia global
de las pacientes. Estos datos fueron recopilados de las historias médicas del
Instituto Oncolégico “Dr. Miguel Pérez Carrefio”.

Muestra. Se obtuvo por uno de los siguientes tres métodos diferentes: a)

hisopado, realizando un raspado firme con hisopo de algodén estéril, pero sin



producir sangrado, del exocérvix y endocérvix, colocando éste en un tubo de
plastico estéril seco y preservandolo a 4°C hasta su procesamiento, b)
biopsia en fresco del material, un fragmento de tejido de aproximadamente
0,5 x 0,5 x 0,2 mm, colocado en tubo con tampon lisis conservante (Tris 10
mM pH 8, EDTA 5 mM y SDS 1%) y almacenado a 4°C hasta su
procesamiento y c) biopsia fijada en formol al 10% e incluida en parafina
siguiendo los métodos convencionales. Se utilizo el bloque donde se hizo el
diagnéstico anatomopatoldgico.

Extraccion de ADN. a) Hisopado. Se adicion6 1 mL de solucion salina 0,9%
y agitdé en vortex por 1 min, posteriormente, se centrifugé a 12.500 rpm por
10 min a 4°C. El concentrado celular, de acuerdo al tamafio del precipitado,
se resuspendié con 100 pL a 450 pL de tampdn de lisis (Tris 10 mM pH 8,
EDTA 5 mM pH 8, IGEPAL 0,45% y Tween 20 0,45%) y proteinasa K (100
pg/mL) por cada muestra y se incub6 por 3 h a 56°C. b) Biopsia en fresco. Se
fragmentd con bisturi mediante procedimiento estéril sobre un portaobjeto.
Los fragmentos no mayores a 2 mm de diametro fueron digeridos en tampon
de lisis con proteinasa K (200 ug/mL) por 3 h a 56°C. c) Biopsia incluida en
parafina. Con material estéril y desechable, se obtuvo 5 cortes de 10 um,
realizando diseccion manual de la lesion identificada microscopicamente,
para luego colocarlos en microtubos de 1,5 mL e incubarlos en tampon de
lisis con proteinasa K (200 pug/mL) por 3 h a 56°C. La extraccion se hizo
siguiendo el método fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) pH 8 y

precipitacion del ADN con etanol y sales. El ADN obtenido se resuspendio en



tubos Eppendorf con 50 pL de agua libre de nucleasas, conservandose a —
20°C hasta su uso.

La integridad del ADN fue verificada mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2%.

Deteccion vy tipificacion de VPH por PCR. La deteccion del ADN del VPH
se realiz6 mediante amplificacion por PCR utilizando el kit PVH-Fast de
Laboratorios Pharmagen (Espafia), con cebadores especificos a la secuencia
de 450 pares de base (pb) correspondiente a la region L1 del marco abierto
de lectura del virus (secuencia de ADN similar entre los distintos genotipos
del VPH), siguiendo las instrucciones del fabricante. La amplificacién fue
realizada en un equipo de PCR System 9700 (Applied Biosystems).
Posteriormente, el producto de la amplificacién fue sometido a electroforesis
en gel de agarosa al 2% con tincion de bromuro de etidio (0,2 pg/mL) y
visualizado en un sistema de documentacién de geles (Gel Doc it, UVP).
Interpretacion de los resultados. Se consideré una muestra como: a)
negativa, cuando se visualiz6 solo una banda de 1200 pb correspondiente al
CIP y b) positiva, cuando se observo una banda de 450 pb mas una banda
de 1200 pb del CIP. En los casos positivos, el fragmento amplificado de 450
pb fue digerido con dos enzimas de restriccibn suministradas en el kit (Rsa |
y Il), para obtener el genotipo viral especifico. Para visualizar el patron de
bandas, el digerido fue sometido a electroforesis en gel de agarosa al 2%
con tincion de bromuro de etidio (0,2 pg/mL) y visualizadas en el sistema de

documentacion de geles. Los productos de la digestion fueron comparados



con los patrones de restriccion facilitados por el fabricante del kit. Para el
analisis de los datos, se excluyeron las muestras con genotipo viral
indeterminado.

Por otro lado para determinar la expresion de p16 las muestras de biopsias
de cuello uterino de cada paciente fueron agrupadas mediante la técnica de
Microarray tisular de la siguiente manera: Se identificaron las zonas con
presencia de crecimiento tumoral en los bloques de las biopsias
seleccionadas, luego mediante una aguja hueca se extrajeron cilindros de 1
mm de diametro, de las zonas del tejido donde se habia evidenciado la
presencia del tumor. Dichos cilindros fueron insertados en bloques de
parafina, formando matrices de 28 muestras por blogue. Mediante un
micrétomo, se realizaron cortes de dichos bloques, los cuales fueron
montados en laminas portaobjeto para su posterior analisis. Mediante esta
técnica se logroé reducir la cantidad de bloques de parafina y laminas de 59 a
3.

La deteccidén de anticuerpos tumorales en la muestra seleccionada se realizé
a través de inmunohistoquimica, mediante la cual se detect6 la presencia de
pl6.

Especificamente, se aplico inmunohistoquimica indirecta, en la cual, luego de
desparafinar, hidratar, realizar la recuperacion del antigeno y bloqueo de la
peroxidasa, se utilizé un anticuerpo primario, el cual reconocio y se unio al

pl6. El anticuerpo secundario utilizado, fue un anticuerpo secundario unido a



la biotina, lo que da una coloracion marrén caracteristica que permite
identificar las células positivas en el microscopio de luz.

La cuantificacion de la proporcion de pl6 se realiz6 mediante la observacion
de las laminas y conteo porcentual de las células positivas a la técnica. Se
registro la informacion recabada en fichas de registro conformadas por:
expresion de pl6, presencia de VPH, tipo histolégico, estadio clinico y
supervivencia global en meses.

También se establecié una clasificacion segun el porcentaje de células
positivas para la inmunotincion de pl16: 0% al 5%: negativo; < 80%: positivo
focal, y > 80%: positivo difuso (16).

Los datos obtenidos se sistematizaron en Microsoft Excel ® y fueron
analizados a partir del procesador estadistico Statgraphics Plus 5.1. De igual
forma se recurri6 a la estadistica inferencial (Anova) para comparar
expresion de pl6 y VPH segun las variables clinico patologicas. Adoptando

como nivel de significancia estadistica valores de P inferiores a 0,05.



RESULTADOS

De las 59 pacientes que conformaron la muestra se registr6 una edad
promedio de 50,61 + 1,58, con una variabilidad promedio de 12,14 afios, y un
coeficiente de variacion de 24% (serie homogénea entre sus datos). Siendo
el grupo de edad mas frecuente el de 45 a 64 afios (64,2%= 37 casos).

El p16 se encontrd positivo en 76,27% de las pacientes estudiadas (45
casos) y 76,27% de las pacientes presenté VPH (45 casos). De aquellas
pacientes con VPH fueron mas frecuentes las que presentaban genotipos de
VPH altamente oncogénico (82,22 %=37 casos) siendo el genotipo mas
frecuente el 16 (14 casos) y el 51 (6 casos). Los genotipos con bajo riesgo
oncogénico representaron un 17,78% (8 casos), siendo los tipos mas

frecuentes el 6 (5 casos) y el 11 (3 casos) ver cuadro 1.

CUADRO 1. Clasificacion de las pacientes segun edad, expresion de pl6,

presencia de VPH y el genotipo especifico de VPH

Edad (afios) f %
<45 16 27,11
45 - 64 37 62,71
> 64 6 10,16

P 16 f %
Negativo 14 23,73
Positivo 45 76,27

Presencia de VPH f %
Positivo 45 76,27
Negativo 7 11,86
No procesado 7 11,86

Total 59 100




Cuadro 1. (cont.)

Genotipo de VPH

Bajo riesgo oncogénico f %
6 5 11,11
11 3 6,67
TOTAL 8 17,78

Alto riesgo oncogénico f %
16 14 31,11
18 4 8,88
30 1 2,23
31 3 6,67
32 1 2,23
33 5 11,11
35 1 2,23
45 2 4,44
51 6 13,34
TOTAL 37 82,22

Numero total de la serie de 45 VPH positivo.
VPH: Virus del papiloma humano.

Al momento de clasificar el riesgo oncogénico segun la expresion del P16 se
tiene que de las pacientes que presentaron genotipos de VPH altamente
oncogénicos predominaron aquellas con expresion positiva del pl6. No se
encontré una asociacion estadisticamente significativa entre la expresion del

pl6 y el riesgo oncogénico (X?=0,27; 1 gl; P= 0,4666 > 0,05) (cuadro 2).

CUADRO 2. Riesgo oncogénico de VPH segun la expresiéon del p16

P16 Negativo Positivo Total
Riesgo

o f % f % f %
oncogénico

Alto 11 29,72 26 70,27 37 8222
Bajo 3 37,5 5 62,5 8 17,7

Total 14 31,11 31 68,8 45 100




El p16 se encontrdé positivo en la mayoria de las pacientes de cada tipo
histolégico. No se encontré una asociacion estadisticamente significativa
entre la expresion del p16 y el tipo histolégico de carcinoma (X°= 5,42; 5 gl;

P=0,3673 > 0,05) (cuadro 3).

Cuadro 3. Expresion de p16 segun tipo histologico de carcinoma invasor de

cuello uterino.

P16 Negativo Positivo Total
Tipo histologico f % f % f %
CA epidermoide no queratinizante 9 29,03 22 70,97 31 49,15
CA epidermoide queratinizante 3 14,28 18 85,72 21 35,59
ADC 2 33,33 4 66,67 6 10,17
CA adenoescamoso 0 0 1 100 1 1,69
Total 14 23,73 45 76,27 59 100

CA: Carcinoma. ADC: Adenocarcinoma.

En los estadios | y Il La expresion del P16 estuvo positiva en (96,16%= 25
casos) y en los estadios Ill y IV (60,61%= 20 casos); Encontrandose una
asociacion estadisticamente significativa entre la expresion del pl6 y el
estadio precoz de la enfermedad (P= 0,0375 < 0,05) (cuadro 4).

Cuadro 4. Expresion de P16 segun estadio de la enfermedad.

P16 Negativo Positivo Total
Estadio f % f % f %
Lyl 1 3,84 25 96,16 26 44,06
'y v 13 39,39 20 60,61 33 55,94

Total 100



En el grafico 1 se evalla la supervivencia global segun la expresion del p16,
donde se observa que no hay una asociacion estadisticamente significativa

entre la expresion del p16 y la supervivencia global.
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Grafico 1 Supervivencia global segun expresion de pl6



DISCUSION

La edad promedio fue de 50,61 + 1,58, siendo el grupo de edad mas

frecuente el de 43 a 60 afios (59,32%= 35 casos).

El p16 se encontro positivo en un 76,27% de las pacientes y 76,27% de las
pacientes presentd VPH (45 casos) coincidiendo con trabajos presentados
donde se demuestra que existe sobreexpresion de p16 en los carcinomas del
cuello uterino, relacionado con la infeccion por VPH (23, 24). De aquellas
pacientes con VPH se tiene que fueron mas frecuentes las que presentaban
genotipos de VPH altamente oncogénico (62,71%=37 casos) siendo el
genotipo mas frecuente el 16 (14 casos) y el 51 (6 casos) coincidiendo con
los estudios publicados por Nubia Mufioz en la (IARC) (6). Los genotipos con
bajo riesgo oncogénico representaron un 13,55% (8 casos), siendo los tipos
mas frecuentes el 6 (5 casos) y el 11 (3 casos) lo cual es un porcentaje
elevado con respecto a otras publicaciones las cuales hablan de poca
relacion de VPH de bajo riesgo con carcinoma de cuello uterino 1 a 2 % (6).
(11,86 % =7 casos) resultaron negativos para VPH esta circunstancia podria
deberse a diferentes factores, como un falso negativo en la deteccion del
virus por escaso numero de copias viricas o por pérdida de la region

subgenomica en el ADN virico.



La mayoria de las pacientes con genotipo de VPH altamente oncogénico
presento expresion positiva del pl6. No se encontr0 una asociacion
estadisticamente significativa entre la expresion del pl6é y el riesgo
oncogeénico lo que parece indicar que también existen vias desconocidas de
activacion de la p16 independientes de la accion del HPV (26). Por otra parte
diferentes trabajos presentan una alta relacion entre pl6 y alto riesgo

oncogeénico (14, 19, 20).

El p1l6 se encontrdé positivo en la mayoria de las pacientes de cada tipo
histolégico. No se encontré una asociacion estadisticamente significativa
entre la expresion del p16 y el tipo histolégico de carcinoma. En contraste
con otros trabajos donde la inmunotincion positiva ha sido fundamentalmente
descrita en carcinomas escamosos y negativa en adenocarcinomas (17 y

19).

Hay una asociacion estadisticamente significativa entre la expresion del p16
y el estadio precoz de la enfermedad, asi pues, parece que la expresion de
pl6 es un factor de buen pronéstico en el carcinoma invasor de cuello

uterino, no hay suficiente bibliografia que hable al respecto.

No se encontr6 una asociacion estadisticamente significativa entre la
expresion del p16 y la supervivencia global de la enfermedad, coincidiendo
con el trabajo de Bodner K y col, donde tampoco encontraron relacion entre

estas dos variables (25 ), sin embargo, los datos de este estudio podrian


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bodner%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20405295

variar, debido a que la mayoria de las pacientes no habian alcanzado los 30

meses de evolucion al momento de su Ultima evaluacion.



CONCLUSIONES

En conclusion, como hallazgos relevantes de este estudio, se puede sefalar
en primer lugar, que el pl6 se encontré positivo en un 76,27% de las

pacientes estudiadas y un 76,27% de las pacientes presenté VPH.

No se encontré una relacion significativa entre la expresion del pl6 y el

riesgo oncogenico.

No se encontr0 una asociacion estadisticamente significativa entre la

expresion del p16 y el tipo histolégico de cancer.

Hay una alta relacién del p16 con los carcinomas diagnosticados en estadio
precoz. Lo que lo podria relacionar como un factor prondstico favorable en
este tipo de lesiones, sin embargo, es necesario tener un mayor seguimiento

de estos casos.

No se encontr6 una asociacion estadisticamente significativa entre la
expresion del pl6 y la supervivencia global, es necesario tener un mayor

seguimiento de estos casos.

Los resultados revelan que la tincion inmunohistoquimica de pl6 puede

aplicarse exitosamente a las muestras de biopsia en bloques de parafina.



Por lo tanto, ofrece resultados mas objetivos y reduce las interpretaciones

falsas negativas y falsas positivas.

Hasta el momento, la investigacion de p16 es de uso limitado para evaluar el

pronéstico de los pacientes y orientar la actuacion clinica desde el punto de

vista terapéutico.



RECOMENDACIONES

Una vez culminado este proyecto de investigacion, se recomienda mantener
el interés en estudiar la expresion de pl6 en el carcinoma invasor de cuello
uterino, asi como su papel en la evolucion de la enfermedad y se propone:

e Ampliar la muestra en estudio.

e Continuar el seguimiento de estas historias para obtener datos mas
precisos sobre el tema.

e Analizar y considerar la expresion de p16 como prueba de rutina para
la evaluacion del carcinoma invasor de cuello uterino.

e Analizar y considerar la deteccion de ADN viral del VPH como prueba
de rutina para la evaluacion del riesgo del carcinoma invasor de cuello
uterino.

e Organizar y sistematizar la creacion y cumplimiento del registro unico
estadal y nacional para lesiones pre invasoras e invasoras de cuello

uterino.

e Continuar la utilizacion de la técnica de Microarray, permitiendo la
realizacion de estudios de muestras numerosas, con la utilizacion de
menor cantidad de materiales y en periodo de tiempo mas corto.

e Mejorar los métodos de almacenamiento de muestras e historias

clinicas en las instituciones publicas de nuestro pais.
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