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RESUMEN

Este documento se centrard en los biomarcadores de proteinas
actualmente bajo investigacion para su uso en la deteccion del
cancer de cuello uterino que parecen mejorar la deteccion de las
mujeres en mayor riesgo de desarrollar cancer cervical, incluyen-
do Ki-67, pl6INK4a, BD ProEx C, y Cytoactiv HPV L1. Estos
biomarcadores tienen un papel importante en la clasificacion de los
casos de citologia indeterminada, la discriminacion de cierto alto
grado de displasia cervical de imitadores en la histologia, y puede
servir como marcadores predictivos para identificar las lesiones
con mas probabilidad de desarrollar una enfermedad de alto grado y
el cancer cervical.

Eluso combinado de la citologia mas la prueba de VPH tiene un
muy alto valor predictivo negativo. Como tal, es itil para cribar
una poblacion presunta normal y saludable para la presencia de
lesiones de alto grado y estratificar a los pacientes en dos gru-
pos: 1) pacientes con VPH negativo, con citologia normal que
tienen un riesgo bajo de desarrollar lesiones y, por tanto califi-
car para un intervalo de cribado amplio. 2) de los pacientes que
estan con citologia anormal o VPH positivo y que estan en mayor
riesgo de desarrollar lesiones del alto grado y requieren de una
vigilancia mas activa.

Palabras clave: Biomarcadores, cancer cervical, virus del papi-
loma humano.

Introduccion

El cancer cervical es el segundo cancer mas comun en las
mujeres en todo el mundo y sigue siendo una causa impor-
tante de morbilidad y mortalidad. Dado que la prueba de
Papanicolaou se introdujo en la década de 1940, ha habido
una reduccion de aproximadamente 70% en la incidencia de
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SUMMARY

This paper will focus on protein biomarkers currently under
investigation for use in the detection of cervical cancer that appear
to improve the detection of women at increased risk of developing
cervical cancer, including Ki-67, pl16INK4a, BD ProEx C, and
Cytoactiv HPV L1. These biomarkers have an important role in
the classification of indeterminate cytology cases, discrimination
of certain high grade cervical dysplasia imitators on histology, and
can serve as predictive markers for identifying lesions are most
likely to develop a disease high degree and cervical cancer.

The combined use of cytology plus HPV testing has a very high
negative predictive value. As such, it is useful to screen a presu-
med normal healthy population for the presence of high-grade le-
sions and stratifying patients into two groups: 1) patients with
HPV negative, with normal cytology who have a low risk for in-
jury and therefore qualify for a broad screening interval. 2) pa-
tients with abnormal cytology who are HPV positive or who are at
increased risk of developing high-grade lesions require more active
monitoring.

Key words: Biomarkers, cervical cancer, human papilloma vi-
rus.

canceres de células escamosas de cuello uterino en muchos
paises.

Es el método més utilizado en la actualidad para la detec-
cion precoz del cancer del cérvix uterino, la cual ha demostra-
do en forma amplia su utilidad dada su capacidad para detec-
tar las lesiones precursoras de cancer, lo cual ha contribuido
a disminuir de modo notable la morbimortalidad por esta neo-
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plasia. La consecuencia inmediata de los programas de mues-
treo ha sido el incremento significativo del numero de biop-
sias cervicales. Su analisis histoldgico es importante, pues
se considera el patron de referencia (gold standard) en que el
clinico se basa para planificar el tratamiento adecuado para
estas pacientes. Sin embargo, existen casos en los que el
diagnostico histopatologico preciso es subjetivo y suscep-
tible de opiniones variadas entre los observadores, hecho
que ha incitado la busqueda de técnicas alternativas como la
inmunohistoquimica.'?

Inmunohistoquimica

Latécnica de IHQ es una técnica de inmunotincion que se
caracteriza por demostrar antigenos presentes en células y
tejidos. Utiliza infinidad de biomarcadores moleculares capa-
ces de detectar procesos tanto benignos como malignos en
las diversas muestras histologicas (Cuadro 1). Permite vi-
sualizacion de antigenos presentes en los tejidos mediante
la aplicacion secuencial de un anticuerpo dirigido contra un
antigeno especifico (anticuerpo primario), y un anticuerpo
secundario que hara contacto directo con el primario me-
diante un complejo enzimatico y un sustrato cromoégeno,
capaces de lograr una activacion enzimatica a nivel de este
ultimo que finalmente producird una reaccion visible (tono
café) en el lugar donde esta presente el antigeno.

El uso de tinciones de tejidos para facilitar su observa-
cion microscopica se inicid con la hematoxilina-eosina en el
siglo XIX. En el primer tercio del siglo XX se introduce la
histoenzimologia que utiliza tejidos sin fijar y de la que que-
dan unicamente restos, como los estudios con DPNasa y

ATPasa en enfermedades musculares. La primera inmuno-
histoquimica se realizo con anticuerpos fluorescentes sobre
tejidos frescos como los que se utilizan actualmente en di-
versas enfermedades de piel y rifion. Los métodos inmu-
noenzimaticos (peroxidasa, avidita-biotina) que permitian
amplificar la sefial del cromédgeno favorecieron la utiliza-
cion de tejidos fijados en formol e incluidos en parafina.
Actualmente se utilizan polimeros sintéticos para amplificar
la senal (Envision, Powervision).

La inmunohistoquimica es una técnica esencial en el diag-
noéstico anatomopatologico de las enfermedades, fundamen-
talmente de las neoplasicas. Para que su utilidad sea plena es
necesario realizar la fijacion de los tejidos, las indicaciones
de uso, las técnicas y la lectura y valoracion de los resulta-
dos ateniéndose a unos criterios de Controles de Calidad
tanto internos, como externos (Figuras 1y 2).

La inmunohistoquimica se puede realizar en tejidos de
biopsia y de autopsia, generalmente fijados en formol e in-
cluidos en parafina, asi como en material de citologia.

La fase de fijacion del material para inmunohistoquimica
es esencial. Una fijacion inadecuada impide cualquier resul-
tado fiable.

El fijador que se utilizara para inmunohistoquimica es el
formaldehido al 4% tamponado a pH 7,4 (formalina). El perio-
do ideal de fijacion no sera menor de 24 horas ni mayor de 48
horas. Fuera de estos estandares la calidad de la técnica baja
sensiblemente. Es aconsejable, por tanto, indicar en la hoja
de peticion de la biopsia la hora en que se introdujo en for-
mol. Hay evidencias de que la fijacién a mayores temperatu-
ras que la ambiental empeora los resultados.

Cuadro 1. Biomarkers used in cervical cancer screening and diagnosis.

Biomarker  Staining Pattern Cellular process detected Reported use of biomarker
Ki-67 Nuclear Increased Ki-67 staining reflects increased (i) Measure of cell proliferative capacity.
epithelial cell proliferation found in (i1) Recognizes tissues involved by HPV and
HPV-infected tissues. extent of Ki-67 immunostaining generally
parallels increasing grades of dysplasia.
(iii) Predominantly used in histology applications.
pl6INK4a Nuclear and pl6 levels increased in response to irregular (i) Detection can serve as a surrogate biomarker
cytoplasmic cell cycle inactivation resulting from the for persistent infection with high-risk HPV.
disruption of interaction of pRb with (ii) Triage of equivocal cytology findings can
transcription factor E2F in the presence by facilitate identification of abnormal cells in
the HPV E7 oncogene. cytology preparations.
(iii) Aid in interpretation of histological material.
Limited evidence for use as a predictor of disease
progression in histology specimens.
BD Nuclear Increased cellular levels of MCM2 and TOP2A (i) Marker of cells with proliferative capacity.
ProEx C due to aberrant transcription of S-phase proteins (i) Triage from abnormal cytology to increase
resulting from the interaction of HPV E6 and PPV over cytology alone or HPV triage for
E7 oncoproteins with cell cycle proteins p53 detection of CIN2+ disease. Can also facilitate
and Rb. identification of abnormal cells in cytology
preparations.
(iii) Use in histology to distinguish true dysplasia
from mimics such as reactive/reparative changes,
immature squamous metaplasia, and atrophy.
Cytoact Nuclear HPV L1 capsid protein found in mild-to-moderate (i) Possible prognostic marker to identify early
iv HPV L1 dysplasias, but lost in higher-grade intraepithelial dysplastic lesions most likely to progress to

neoplasias.

high-grade disease.
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Figura 1. Biomarcadores y su expresion en lesiones de bajo y alto grado en muestras de citologia cervical. Ki-67, pl6INK4a, BD ProEx C y
BD SurePath Plus expresioén detectado en muestras de citologia de base liquida y Cytoactiv HPV L1 tincion realizado en los frotis de
Papanicolaou convencionales (L1 imagenes cortesia del Dr. Ralf Hilfrich).

plohka BD ProExC Cytoactiv HPVLI

Low-grade dysplasia

High-grade dysplasia

Figura 2. Biomarcadores en la expresion en la neoplasia intraepitelial cervical. El compartimento proliferativo se expande progresivamente
con el grado histologico, y esto es paralela a la aparicion de la inmunotincion para Ki-67, pl6INK4a, y BD ProEx C en las capas epiteliales
mas superficiales, con la mayoria de la tincion en el epitelio alto grado. Para Cytoactiv HPV L1, mayor expresion se encuentra en lesiones de
bajo grado, con una pérdida de proteina L1 observa a menudo en lesiones de alto grado (L1 imagenes cortesia del Dr. Ralf Hilfrich).

Lo ideal para las piezas mayores es mantenerlas en el frigo-
rifico a 4 °C si se van a dejar toda la noche antes de tallarlas.

La inmunohistoquimica con vimentina permite observar
el deterioro sufrido durante la fijacion. Cuando el tejido ha
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estado menos de 24 horas en formol se produce una fijacion
hibrida: periféricamente se fijan con formol mientras las par-
tes profundas centrales lo hacen gracias a los alcoholes que
se emplean durante el procesamiento. Esto les hace mas sen-
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sibles a los métodos de recuperacion antigénica y resultan
mas falsos positivos.

Las citologias, al no tener que fijarse en formol, llevan un
procesamiento diferente.

Hay dos posibilidades, o bien realizar la inmunohistoqui-
mica sobre la misma laminilla citologica o también despegar
las zonas deseadas y transferirlas a otras portas.

Esta ultima es mas tediosa, pero ofrece los mejores resul-
tados y permite sacar varias portas de una sola extension
citologica. El método es muy reciente y se desarrolla de la
siguiente manera:

Es importante la utilizacion del medio Mount-Quick
(Newcomer supply. Middleton WI) (Cancer Cytopathol
2005;105:158/J Histoch 2002;25:251).

* Poner el medio sobre la laminilla y endurecerlo en estufa a
50-60 °C varias horas.

* Marcar las zonas a estudiar con rotulador indeleble.

» Calentar al bano Maria (45 °C) durante 15-20 minutos para
ablandarlo.

* Levantar el medio de la porta con un bisturi y cortalo en
laminas.

» Transferir a porta adherente especial y mantener durante
un minuto una presion con papel de filtro humedecido.

* Mantener a 60 °C durante toda la noche.

» Retirar el MontQuick mediante tres pasos por xilol.

* Rehidratar (no es necesario desteflir si se va a utilizar HIER).

Optimizacion de la inmunorreactividad
Los factores mas importantes son:

* Dilucion del anticuerpo primario.

* Duracién de la incubacion del primario.

* Tipo y concentracion del anticuerpo secundario.
» Técnica de recuperacion antigénica empleada.

e Temperatura de incubacion.

* Sistema de deteccion y amplificacion.

En la practica se manejan tinicamente tres variables:

* Dilucion del anticuerpo primario.

* Tiempo de incubacion del primario (si se aumenta el tiem-
po se pude diluir mas el anticuerpo primario).

* Técnica de recuperacion antigénica (el EDTA alcalino
suele ser mejor que el citrato. Excepciones: LMP-1y CD21,
en los que se preferiran enzimas).

Ademas de la positividad de la diana debe valorarse el
fondo. Dicha tincion de fondo tiene causas variadas. A ve-
ces es debido a que el anticuerpo no esta totalmente purifi-
cado y tiene inmunoglobulinas inespecificas. Muchas veces
es por una titulacion deficiente del anticuerpo primario y/o
secundario (disminuir la concentracion y aumentar los tiem-
pos para solucionarlo). En las tinciones citoplasmicas deben
tenerse en cuenta los falsos positivos como los debidos a
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biotina endodgena (neutralizarla con avidina después del an-
ticuerpo primario) y con las peroxidasas (se neutraliza con
agua oxigenada) y fosfatasa (se bloquea con levamisol) en-
doégenas.

Anticuerpos

Los anticuerpos pueden ser poli o monoclonales. Estos
ultimos son mas especificos y se obtienen mediante el méto-
do de hibridoma de Kohler que consiste en la fusion de célu-
las esplénicas de un raton inmunizado con una linea celular
de mieloma no secretor murino. Dado que el conejo es mas
facil de inmunizar que el raton actualmente se estan introdu-
ciendo anticuerpos monoclonales de conejo a pesar de que
este animal no padece mieloma, por lo que deben generarse
heterohibridomas conejo-raton. Los anticuerpos de conejo
son mas sensibles y parecen conservar la especificidad. (Am
J Clin Pathol 2005; 124: 295). Metastasis de primario desco-
nocido (J Histoch 1999; 22: 209).

* Las citoqueratinas (CK) se clasifican segin el Pm y el
punto isoeléctrico (Moll). In vivo tienden a expresarse en
parejas, una basica y la otra acida (CK8/CK18; CK5/CK14).

En la practica las mas utiles son:
PanCK AE1-AE3

* 34beta E12 (alto Pm): se detecta en epitelios complejos
como el ductal, el transicional y los escamosos.

* CK 1,5,10y 14: en carcinomas escamosos pobremente di-
ferenciados y en mesotelio.

* CKS5/6: positivo en células basales, en carcinomas esca-
mosos pobremente diferenciados y en mesotelio.de nue-
vos anticuerpos.

* CEA: generalmente positivo en carcinomas de pulmon,
higado y colorrectal. A veces positivo en mama, transi-
cionales y cérvix. Generalmente negativos en mesotelio-
ma, rindn, endometrio y ovario.

* p 16: sobreexpresado en carcinomas y displasias asocia-
dasa VPH.

Enlacarcinogénesis cervical, el papiloma humano (HPV)
es esencial, su presencia estd documentada en casi todos
los canceres invasivos y en hasta 90% de las lesiones pre-
cancerosas. Muchas observaciones indican la importancia
de la respuesta inmune en la infeccion por VPH.

Eluso de biomarcadores en tanto la citologia cervical y
la histologia han demostrado la capacidad para superar
los problemas con resultados tanto falsos positivos y fal-
sos negativos, lo que lleva a un mejor valor predictivo
positivo de los resultados del cribado cervical. Numero-
sos biomarcadores de proteinas para la deteccion de en-
fermedad cervical han sido identificadas. Muchas de es-
tas proteinas estan implicadas en la regulacion del ciclo
celular, transduccidn de sefiales, la replicacion del ADN,
y la proliferacion celular.*s
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La alteracion de la expresion de estas proteinas es una
consecuencia de la union del VPH de alto riesgo de oncoge-
nes E6 y E7 para albergar proteinas reguladoras, lo que resul-
ta en la degradacion del producto de gen supresor tumoral
p53 y la inactivacion de la proteina de retinoblastoma que
conduce a la desregulacion del ciclo celular.

En contraste con los marcadores celulares, la proteina de
la capside L1 de HPV es una proteina especifica del virus y
un estimulo importante del sistema inmune que se utiliza den-
tro de las vacunas contra el VPH.

La proteina de la capside L1 se expresa en la fase activa
de la infeccion viral y es necesaria la terminacion del ciclo
celular. Por lo tanto, la expresién inmunoquimica de la pro-
teina de la capside es una evidencia de infeccion activa por
VPH en el tejido examinado. Esta proteina de la capside se
considera un importante objetivo de la respuesta inmune
celular.51

Dado el hecho de que el papel oncogénico de HPV se
ejerce por afectar el control del ciclo celular, no es sorpren-
dente que la mayoria de los biomarcadores ttiles de VPH
relacionados con lesiones uterinas son proteinas del ciclo
celular, p16 y Ki67 son los mas ampliamente utilizados. Mas
recientemente, perfiles moleculares y las pruebas de marca-
dores de combinacion han identificado la utilidad de los coc-
teles de anticuerpos, tales como p16/Ki67 dual y CProEx, que
detectan tantoTOP2A y MCM2 proteinas del ciclo celular.

Para la deteccion de la proteina L1 de la capside del
VPH se pueden utilizar diversos anticuerpos monoclona-
les, entre los que se encuentra el Viroactiv, que se utilizo
en muestras diagnosticadas como LEIBG para identificar
el antigeno que codifica para la proteina de la capside
viral L1 presente en los subtipos virales de alto riesgo,
que se expresa solo en las células superficiales que evi-
dencian cambios de coilocitosis.

En el caso de los antigenos relacionados con el ciclo
celular como Ki67 (indice de proliferacion celular) y
P16ink4a (proteina inhibidora de las quinasas dependien-
tes de ciclinas) son empleados fundamentalmente para
evidenciar las células con alta actividad proliferativa que
estan asociadas con la aparicion de neoplasias premalig-
nas y malignas del cérvix uterino, puesto que se ha pensa-
do que la proliferacion es un indicador temprano de creci-
miento desordenado.

El anticuerpo monoclonal Ki67 detecta al antigeno expre-
sado por células proliferantes en las siguientes fases del
ciclo celular: etapa tardia de G1, S, G2 y M. Entre tanto, la
proteina reguladora P16ink4a que esta codificada por el gen
P16, es la encargada de evitar la fosforilacion de la proteina
del Rb, hecho que permitira el avance despreocupado de la
célula desde la fase G1 hasta la fase S, donde la célula se
dividira sin control alguno.

p16INK4a

Esuna proteina reguladora del ciclo celular, con su expre-
sion estrechamente controlada en las células normales, codi-
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ficada por el gen supresor CDKN2A (MTS1, INK4A) situa-
do en el cromosoma 9p2. Esta proteina supresora de tumores
inhibe quinasas dependientes de ciclo-cdk4 y cdk6, que fos-
forilan la proteina del retinoblastoma (Rb)*!° y la subsiguien-
te inactivacion, lo cual libera E2F y permite a la célula entrar
en la fase S. Por lo general, la union de Rb a los bloques de
E2F impulsado por la activacion del ciclo celular.'' En
una transformacion de la infeccion por VPH, sin embar-
go, el oncogén viral E7 interrumpe la union de la proteina
RbD al factor de transcripcion E2F, lo que resulta en el au-
mento drastico de los niveles de pl6INK4a. Su deteccion
puede servir como un biomarcador sustituto para la infec-
cion persistente por HPV de alto riesgo. Es ampliamente acep-
tado que p16INK4a es un marcador sensible y especifico de
células displasicas del cuello del ttero y es un biomarcador
util en el diagnoéstico de lesiones cervicales, cancer y criba-
do cervical. Multiples anticuerpos a p16 se han utilizado en
estudios de investigacion, sin embargo, el clon E6H4 (CIN-
tec, mtm laboratories, Heidelberg, Alemania) parece ser el
mas comunmente utilizado. Un doble p16/Ki-67 ensayo in-
munocitoquimico ahora también esta disponible para su uso
como prueba complementaria en la deteccion del cancer cer-
vical (CINtec Plus, mtm laboratories AG, Heidelberg, Alema-
nia). En definitiva, la determinacion de p16INK4a nos infor-
ma de la interaccion del VPH con las proteinas reguladoras
del ciclo celular y constituye un buen candidato a marcador
de proliferacion neoplasica.'?

Ki67

Es un marcador de proliferacion, en general se expresa en
todas las fases del ciclo celular, excepto GO. Discrimina la
proliferacion a partir de células en reposo. Por lo tanto, es un
excelente marcador de la fraccion de células en crecimiento y
ayuda a determinar especificamente la actividad de esta frac-
cion. E-cadherina se expresa en la superficie de la normalidad
epitelial de las células y es la principal molécula mediadora
de la adhesion célula-célula en los epitelios. Se ha implicado
en la carcinogénesis, como la pérdida de E-cadherina y su
expresion ha sido detectada en los canceres epiteliales. Esto
facilita la célula tumoral invasion y metastasis y por lo tanto
ha sido asociada con mal pronoéstico en los carcinomas.

BD ProEx C

Es un reactivo marcador biologico a base de proteinas
(BD Diagnostics, Burlington, NC, EE.UU.) que contiene anti-
cuerpos para las proteinas nucleares, proteina de manteni-
miento (minichromosome 2 (MCM 2)) y la topoisomerasa I1
alfa (TOP2A), proteinas que se han demostrado que se acu-
mulan en HPV-células transformadas. BD ProEx tincion C se
limita a la capa basal de la proliferacion de epitelio cervical
normal y esta ausente en células diferenciadas y de reposo.
En contraste, en la displasia cervical escamosa y glandular,
BD ProEx expresion C aumenta drasticamente, debido al au-
mento de la transcripcion de genes en fase S (S-aberrante
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fase de induccion) resultante de la accion de la proteina E7
de HPV oncogénico.

El mantenimiento de la funcion de la proteina del mini-
cromosoma (MCM) en las primeras etapas de la replicacion
del ADN a través de la carga del complejo prereplication en
el ADN y que funciona como una hélice para ayudar a des-
enrollar el ADN duplex durante la sintesis de novo de la
cadena de ADN duplicado,'*'* que se produce antes de la
fase S en mitosis tardia y G1 temprana, implica la carga esta-
ble del mantenimiento minichromosome(MCM) complejo que
comprende seis proteinas MCM2-replicacion, Mcm3, MCM4,
Mcm5, MCM6 y MCM7 (denominados MCM2-7) -en el ADN
en los origenes de replicacion. La expresion de todos los seis
MCMs se ve a lo largo de todas las fases del ciclo celular y
es salida siguiente del ciclo celular en latencia, la diferencia-
cion, ola senescencia, por lo tanto, son un Unico marcador
de células con capacidad proliferativa. La desregulacion de
MCM2-7 parece ser un evento temprano en la tumorigénesis
de varios pasos, y muchos estudios han demostrado que
existe una expresion inapropiadadeMCM?2-7 en una amplia
variedad de displasias premalignasy canceres.'>!

Similares a los marcadores MCM2-7, la topoisomerasa II-
a (TOP2A) se ha demostrado que se sobreexpresa en la
neoplasia cervical tanto en el mRNA y los niveles de protei-
na.'”? TOP2A es una enzima nuclear responsable de relajar
el ADN superenrollado durante la replicacion del ADN y la
condensacion de los cromosomas durante la mitosis por lo
que es necesario para la segregacion de los cromosomas
hijos al final de la replicacion. La evaluacion de la expresion
TOP2A ha demostrado que la sobreexpresion TOP2A se aso-
cia con la progresion de CIN2 a la neoplasia cervical avanza-
do."”

El BDProEC fue disefiado como una prueba de reflejos
para identificar CIN2 (+) en mujeres con ASC-US y LSIL en
los resultados citologicos. La prueba de proxima generacion
disefiado para aplicaciones de deteccion primaria, BD Sure-
PathPlus, combina en una tincién de portaobjetos Papanico-
laou tradicional para la morfologia celular, en combinacién
con la deteccion inmunocitoquimica de la sobreexpresion de
dos biomarcadores: MCM2 y MCM7.

Cytoactiv HPV L1 Capsid Protein

El anticuerpo de deteccion Cytoactiv detecta la proteina
L1 de la capside de todos los tipos conocidos de VPH. Junto
con la proteina L2, la proteina L1 de la capside forma una
cubierta protectora para el material genético viral. Ademas,
es un ligando para un receptor de la superficie de la célula
huésped en la capa de células basales/parabasales del epite-
lio, el acceso a la capa basal del epitelio, como resultado de
erosiones epiteliales o ulceraciones de la mucosa en la zona
de transformacion susceptibles a la inflamacion en la union
escamocolumnar. La expresionL 1 VPH se encuentra en la fase
temprana productiva de la infeccion por VPH, pero se pierde
progresivamente durante la carcinogénesis cervical. Esta
pérdida de la expresion de L1 puede ser resultado de la inte-
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gracion del ADN viral en el genoma humano, que pueden
alterar el gen L1 o causar la pérdida de la expresion del1,
segregando el promotor viral del gen de lal.1, o puede reflejar
una anomalia en vias de factor de transcripcion o en el con-
trol de la traduccion de proteinas L 1.2

Como la proteina L1 de la capside es uno de los objetivos
principales de células T mediada por la respuesta inmune, las
células con una falta de sintesis de la proteina L1 puede
escapar al reconocimiento del sistema inmunolégico, lo que
permite la progresion de la enfermedad. Datos prometedores
mediante la prueba de Cytoactiv (Cytoimmun, Pirmasens,
Alemania) apoya esta nocion, con progresion de la enferme-
dad mas frecuentemente detectado en L1-negativos en las
lesiones intraepiteliales.?

Telomerasa

Multiples estudios se han llevado a cabo para evaluar a la
telomerasa como un posible marcador para HSIL y cancer
cervical invasivo, teniendo en cuenta que la deteccion de
actividad de la telomerasa es 1itil para el cribado citoldgico
de las lesiones cervicales con muestras celulares y de tejidos
de cuello uterino. La estabilidad de la longitud del telémero
es necesario para la supervivencia de la linea germinal de
células humanas, células diferenciadoras y también para la
inmortalizacion del fenotipo celular derivada de cancer. Esta
caracteristica se logra a través de la telomerasa, una ribo-
nucleoproteina capaz de extender el cromosoma con se-
cuencias especificas de ADN telomérico. Esta enzima com-
pensa el problema de replicacion de extremo y permite a las
células a proliferar indefinidamente.

EGFR

El factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es un miembro
de la familia ErbB. Es un receptor tirosina quinasa con efec-
tos promotores de crecimiento,?” incluyendo un reconocido
potencial angiogénico. El gen EGFR se localiza en el cromo-
soma 7 y codifica una superficie glicoproteina transmembra-
nar, que se une epidérmico al Factor de crecimiento (EGF),
factor de crecimiento transformante alfa, anfirregulina, y al
Factor de crecimiento de unidn a heparina. En la activacion
del EGFR, el VPH-ES5 oncogén puede participar y esto puede
ocurrir sin un concomitante crecimiento del nimero de re-
ceptores.'®” VPHEG6 oncogén se puede establecer después
del aumento de EGFRmARN nivel y la estabilizacion de la
proteina, y por lo tanto, aumentara la transduccion de sefia-
les en las células. HPV-E5 oncogén establece una acelera-
cion deHer-2/neu(c-erbB2) activacion de la proteina. EGFR
parece tener, junto con c-erbB2 y c-myc, un papel importante
en el prondstico de la progresion cancer cervical. Sin embar-
g0, su participacion en las primeras etapas o en el desarrollo
de lesiones prencoplasicas todavia no esta claro y contro-
vertida, siendo mencionado afios antes, abandonado y se
reanuda de nuevo. La expresion de EGFR puede estar aso-
ciada con la infeccioén por VPH, pues su expresion aumenta
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con el grado cada vez mayor de la lesion escamosa intraepi-
telial, pero no con el tipo de VPH.

(COX-2)

La ciclooxigenasa 2(COX-2) regula la sintesis de prosta-
glandinas, y los residuos metabolicos producidos por laCOX-
2 de accidon contra el acido araquidonico, los cuales estan
implicados en la carcinogénesis a través de varios mecanis-
mos, tales como la inhibicion de la apoptosis, la vigilancia
inmune, y el aumento de la neoangiogénesis.'® En consecuen-
cia, la COX-2 desempeiia un papel en la aparicion y la progre-
sion de neoplasias malignas, incluyendo el carcinoma del cue-
llo del utero, y se considera como un marcador de tumor y
agresividad.'! Lamentablemente, s6lo un pequefio nimero
de estudios reportados. Esta via puede ser inducida por una
variedad de estimulos (citoquinas, factores de crecimiento y la
promocion de tumor-carcindgenos quimicos).?® La sobreex-
presion de COX-2 podria afectar las respuestas inmunitarias
del huésped, por la capacidad de los inhibidores COX-2 para
revertir la inmunosupresion inducida por tumor.

Evaluacion del riesgo de progresion

Una cuestion importante en el manejo del cancer de cue-
1o uterino es la evaluacion del riesgo de progresion de las
lesiones displasicas. Los pacientes conNIC1 deben ser pe-
riodicamente evaluados por el riesgo de progresion a lesio-
nes de alto grado o carcinoma. En 70-80% de lesiones de
bajo grado remiten espontaneamente y no todas las lesiones
de alto grado progresan,” algunas mujeres pueden someter-
se a un tratamiento innecesario o tener un retraso en recibir
tratamiento. Por lo tanto, la identificacion de biomarcadores
para seleccionar las mujeres verdaderamente en riesgo de
progresion y en necesidad de tratamiento, lo que puede con-
ducir a ahorros de costes tremendos y eliminar la ansiedad
del paciente.

Un niimero limitado de estudios han reportado que la apli-
cacion de Ki-67 analisis immunocuantitativo de NIC1 y NIC2
puede predecir la progresion de la enfermedad, con las mejo-
res caracteristicas para predecir la progresion es el percentil
90 del indice de estratificacion y el porcentaje decélulasKi-67
positivos en la capa media del epitelio.’"!

Estudios prospectivos recientes de cohorte han demos-
trado que pl16INK4a positivo en lesiones de bajo grado tie-
nen un riesgo de progresar a lesiones negativas.

Ozakietal® examinaron la expresion de la pl 6INK4a y bio-
marcadores como PROEXC en lesiones premalignas para
determinar qué marcadores podrian ayudar en la prediccion
de la progresion de CIN1. La expresion de ambos marcadores
fue significativamente mayor en el grupo de progresion en
comparacion con el grupo de regresion, siendo sensible (86%)
y moderadamente especifico (60 y61%, respectivamente.) En
la prediccion de la progresion deCINT.

Hariri y Hansen®® compararon el valor prondstico de la
p16INK4a a BDProExCe ISHVPH en cinco casos y encontrd

REV SANID MILIT MEX 2013; 67(5): 205-213

en BDProExCes un marcador confiable para la prediccion de
los resultados de seis anos, con un VPN de 95.3% en compa-
racion con 88.6% parap16 y de 87.5% para HPVISH y un VPP
de 51% en comparacion con 40.4 y 67.9%, por pl6e IS-
HVPH, respectivamente. Curiosamente, CIN2/3 en la mues-
tras de histologia cervicales se han descrito con positivi-
dad de pl6INK4a muy fuerte, lo que indica la presencia de
un pequeiio subconjunto de HSIL con baja actividad prolife-
rativa.’*¥ Casos como éste pueden representar las primeras
etapas de regresion. HSILHPV L 1es una proteina capside que
se expresa en la fase temprana, productiva de la infeccion
por VPH, pero progresivamente perdieron durante la carci-
nogénesis cervical. Un analisis de preparaciones de capa
fina mostrd que la proteina L1capside se produce en aproxi-
madamente 80% de displasias evesa moderadas, mientras
que s6lo se pudo detectar en aproximadamente 25% de dis-
plasias de mayor grado utilizando métodos inmunolégicos,'
debido, en parte, a la integracion del VPH que acompaiia el desa-
rrollo de la neoplasia cervical. La deteccion de la L1 del VPH
proteina de la capside en combinacion con p1 6INK4a, para con-
firmar la asociacion de la lesion con el VPH, se ha informado
sirve como marcador de prondstico que puede diferenciar
entre los pacientes que se someten a una transicion de una
lesion precursora del cancer y los que tienen lesiones que
retroceden.”**® Aunque los datos son todavia preliminares,
en los casos en que el grado de lesion es dificil de evaluar
morfoldgicamente, el modelo L1puede ser util para decidir el
manejo adecuado de las mujeres. Negativos L1-VPH de alto
riesgo, lesiones leves y moderadas positivas que tienen una
probabilidad extremadamente baja a la regresion esponta-
nea(5%) en contraste con la L1casos positivos que mues-
tran un bajo potencial de malignidad.*

Conclusiones

Una serie de biomarcadores de proteinas estan disponi-
bles actualmente para ayudar a mejorar el rendimiento clinico
de la deteccion del cancer de cuello uterino, por lo tanto,
aumenta la importancia de los biomarcadores en los futuros
programas de cribado. Se prevé que el uso de estos biomar-
cadores se puede aplicar tanto como una prueba de reflejo
de un espécimen Papatipico, pero también como una panta-
lla principal para mejorar la precision global de la prueba de
Papanicolau. La introduccion de los programas de cribado
primario de VPH necesitara el uso de una prueba de reflejo
con una alta especificidad para triage el elevado ntimero de
pruebas de VPH positivas. Se cree que los biomarcadores
también juegan un papel importante en la optimizacion de
este algoritmo de deteccion alternativa.

La deteccion inmunohistoquimica de la proteina L1 de la
capside, en extendidos cervicovaginales, indica un estado
inmune inducido por la infeccion por el VPH y puede ofrecer
informacion prondstica. Ademas la evaluacion de p16, EGFR,
y la COX-2 permite un enfoque integrador para la progresion
de la lesion intraepitelial escamosa, asociado o no con la
infeccion por VPH.



José Gerardo Zertuche-Zuani y cols.
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