Valor de p16
en el cribado
y diagnostico
de las lesiones
del cérvix
uterino

Coordinador

RAFAEL COMINO DELGADO
(Presidente de la Asociacién Esparfiola de Patologia
Cervical y Colposcopia)

Autores

RAFAEL COMINO DELGADO
(Presidente de la Asociacion Espafiola de Patologia
Cervical y Colposcopia)

JUAN JOSE HERNANDEZ AGUADO
(Asociacion Espafiola de Patologia Cervical
y Colposcopia)

ANGEL SANCHEZ DEL RIO (Seccién de
Ginecologia Oncolégica y Patologia Mamaria
de la SEGO)

JAUME ORDI MAJA
(Sociedad Espafiola de Anatomia Patolégica)



Valor de p16 en el cribado y
diagndstico de las lesiones del
Cérvix uterino

Tanto en el cribado del cdancer cervical uterino (CCU) mediante citologia, como en el estudio
histolégico de las lesiones precursoras, nos encontramos con casos en los que es muy dificil emitir
una opinion diagnéstico-prondstica acertada, razon por la cual hemos de recurrir a otros
marcadores que nos aclaren, en la medida de lo posible, la situacién. Nos proponemos pues hacer
una revision y andlisis de la bibliografia existente al respecto sobre p16/ki67 para, de forma clara

y diddctica, ofrecer al clinico unas recomendaciones que le ayuden a resolver el problema.

Haremos una introduccion en la que se revisard, muy brevemente, la infeccion por VPH y el

proceso de carcinogénesis, las lesiones precursoras del cdancer cervical y el cribado.

Posteriormente se analizardn, ya en profundidad, los marcadores inmunohistoquimicos, los
mecanismos moleculares de p16/ki67, su utilidad en el cribado y, sobre todo, en el diagnostico

histolégico, para acabar emitiendo unas conclusiones y recomendaciones.

Conflicto de intereses: esta revision ha sido llevada a cabo con el patrocinio de Roche Diagnostics.
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Infeccion por VPH y carcinogénesis cervical.

La infeccién persistente por determinados tipos
de VPH de alto riesgo es causa necesaria para el
desarrollo del cancer cervical, de tal manera que
podemos detectar VPH en préicticamente el 100%
de los CCU. (Walboomers JM et al 1999).

Los VPH son virus compuestos por una doble
cadena de ADN circular de aproximadamente 8.000
pares de bases, envuelta por una cépside proteica
icosaédrica. Los genes que codifican proteinas se
localizan en una de las dos cadenas.

En funcidn de la frecuencia con que se aislan unos
u otros tipos en lesiones benignas y malignas, se ha
propuesto clasificar clinicamente los tipos de VPH
en distintos niveles de riesgo:

Alto riesgo: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58,59, 68, 73, 82.

Bajo riesgo: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61,70, 72, 81.

Alto riesgo potencial: 26, 53, 66. (Bosch F.X et al
1995)

Podemos dividir el genoma viral en tres regiones:

+ Regio6n early, con varios genes que codifican
proteinas involucradas en la replicacién del

ADN viral, la regulacién transcripcional y la
transformacion celular.

+ Regidn late, que codifica las proteinas de la
céapside viral.

+ LCR (long control region) que no contiene genes,
pero si importantes elementos de regulacién
transcripcionales y replicacionales.

El mecanismo de carcinogénesis por VPH implica
la expresién de dos oncogenes virales, E6 y E7.
Una vez integrados en el genoma del huésped,
intervienen con genes supresores que controlan el
ciclo celular. Asi E6 se une con p53 e interrumpe el
proceso de respuesta celular para reparar los dafios

que se produzcan en la cadena de ADN, alterando el
proceso de apoptosis. Ademds, E6 también activa la
telomerasa, favoreciendo la inmortalizacion en las
células humanas. E7 causa una proliferacion celular
no controlada, al unirse a la pRb. (Boccardo E. et al
2010).

Por otro lado, E6 y E7 alteran la inmunidad innata
y ademds pueden inducir inestabilidad gendmica,
fundamental en el desarrollo de la mayoria de los
tumores.

Es interesante constatar que los efectos de E6 y
E7 ocurren solamente con VPHs de alto riesgo,
pero no con los de bajo riesgo, lo que podria estar
relacionado con distintas propiedades biol6gicas
segun el tipo de virus, lo que explica, en parte su
distinta capacidad oncogénica. (Yugawa T. et al
2009).

Sin embargo, no todas las infecciones con VPHs
de alto riesgo persisten o progresan a cdncer
cervical, lo que sugiere que, aunque necesaria, la
infeccién por VPHs no es suficiente para inducir
el proceso oncogénico. Por lo tanto, se necesita la
participacién de otros factores relacionados con el
medio ambiente o el paciente.

Cofactores especificos investigados incluyen: el
tabaco, la multiparidad, el uso de contraceptivos
orales, dietas pobres en vitaminas A y C, agentes
infecciosos como la Clamidia, virus como el VHS y
el VIH.

La comprensidén del papel de esos cofactores es el
tema de muchas investigaciones sobre la historia
natural de la infeccién por VPH y el CCU.
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Lesiones precursoras del cancer de cérvix
uterino.

La accién de los VPH oncogénicos sobre el epitelio
cervical uterino, tanto plano poliestratificado
(exocérvix) como monoestratificado (endocérvix),
con el concurso de los cofactores (tabaco, hormonas
esteroides, etc) alteran las células transformédndolas
en atipicas, y originando asi las llamadas lesiones
precursoras del cdncer.

Fueron denominadas en 1961 como “displasias”
por un comité de expertos en terminologia
histoldgica, (Bajardi) que también defini6 el
“Carcinoma in situ” (CIS), o grado mds avanzado
de dichas lesiones. Pero estas denominaciones no
resultaban suficientemente claras y en 1973 Richart
introdujo, para referirse a lo mismo, el termino de
“Neoplasia cervical intraepitelial” (CIN).

Tanto las displasias como el CIN se clasificaban
en tres grados: CIN 1 (displasia leve) en que las
alteraciones celulares afectan al tercio inferior

del epitelio; CIN 2 (displasia moderada) cuando
estd afectada la mitad -dos tercios inferiores del
epitelio; CIN 3 (displasia severa) si se afecta la
totalidad del grosor epitelial. La diferencia entre
displasia severa y CIS es mds tedrica que real y
desde luego puramente histoldgica, pues no tiene
trascendencia clinica.

Desde el punto de vista citolégico también ha
habido diversas clasificaciones de las lesiones
precursoras, pero desde 2002 seguimos la

de Bethesda (Solomon et al.) que incluye el

LSIL (low grade squamous intraepithelial

lesions) y equivaldria a la displasia leve o CIN 1
histolégicamente, y el HSIL (High grade
squamous intraepithelial lesions) que corresponde
a la displasia moderada-severa o CIN 2-3.

Las alteraciones del epitelio endocervical se
denominan citolégicamente AGC (Atypical
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glandular cells). La lesion histoldgica precursora del
adenocarcinoma de cuello seria el adenocarcinoma
in situ (AIS).

Recientemente se han publicado las
recomendaciones de la Sociedad Americana de
Colposcopia y Patologia Cervical y del Colegio
Americano de Obstetras y Ginec6logos (Darragh
et al., 2012) sobre terminologia para las lesiones
escamosas del tracto ano-genital bajo, relacionadas
con el VPH, y que distingue bdasicamente dos
grupos: LSIL (CIN 1) y HSIL (CIN 2-3).

Es dificil conocer la verdadera incidencia y
prevalencia de las lesiones precursoras pero
aproximadamente entre el 4 y el 7 % de las
citologias cervicales muestran alguna alteracion
(Insinga et al, 2004). Los CIN se dan principalmente
entre los 20 y 35 afios y el cancer invasor unos 8 a
13 anos mas tarde.(Insinga et al, 2004)

El potencial maligno del CIN 1 es muy escaso, pues
la inmensa mayoria regresan espontdneamente,
pero el de los CIN 2-3 es bastante mas alto, aunque
también pueden regresar, sobre todo el CIN 2 que
lo hard, al menos, en el 63 % durante los dos aios
siguientes, si se trata de adolescentes o mujeres
jovenes (Moscicki et al., 2010). Si el HSIL

(CIN 2-3) no es tratado puede romper la
membrana basal y convertirse en un carcinoma
invasor de cuello uterino. Dicho céncer es el
segundo mads frecuente en la mujer, en todo el
mundo, ddndose unos 500.000 nuevos casos
anualmente, de los cuales alrededor del 80%
ocurren en el tercer mundo. Actualmente se estima
que el 85 % de los canceres de cérvix uterino son
escamosos y el 15 % adenocarcinomas.



Cribado

Definimos como cribado a la iniciativa de

salud publica por la que se aplica a personas
asintomdticas un test previamente validado
(eficaz, efectivo y eficiente) para clasificarlas
como “probable” o “improbable” en sufrir la
enfermedad problema. Una prueba de cribado
debe ser sencilla en su uso, cdmoda para quien la
recibe y reproducible en sus resultados. De ella no
debe esperarse un diagndstico: el objetivo es que
su aplicacion sistemdtica reduzca la mortalidad
causada por la enfermedad problema en la
poblacién estudiada.

Respecto a los programas de cribado de céncer,

en el ano 2003 el Consejo de la Unidn Europea
recomienda a los estados miembros que desarrollen
programas de cribado de ciancer de mama, de cuello
de ttero y de colon y recto. La estrategia del cancer
del SNS en Espaiia, actualizada en el ano 2013,
también recoge la misma recomendacidn.

Existen distintas formas de cribado, a saber:

Aquel que se realiza de forma aislada con cardcter
individual (también llamado cribado oportunista)
y que se oferta dentro de los servicios de salud

a peticion del interesado o aprovechando una
consulta por otro motivo. En este tipo de cribado,
no hay una clara evidencia de los beneficios

en salud esperados ni de las consecuencias de

los efectos adversos que de ellos derivan. No se
garantiza la calidad del proceso en su conjunto, no
es posible una evaluacién ni del proceso ni de los
resultados y su impacto en salud es incierto.

En contraposicién, se considera cribado
poblacional cuando esta actividad preventiva

se aplica a todas las personas residentes en la
comunidad, de manera sistematica, con invitacién
individual de cada persona de la poblacién objetivo
y dentro del marco de un programa organizado. Es,
por tanto, un proceso organizado e integrado en

el sistema de salud, en el que todas las actividades
estdn planificadas, coordinadas, monitorizadas y
evaluadas dentro de un marco de mejora continua
de la calidad, garantizando los principios de
eficiencia y equidad. El cribado debe ser un proceso
continuo y no una prueba puntual.

La actualizacién del ano 2013 de la Estrategia

en Céncer del Sistema Nacional de salud (SNS)
incluye entre sus objetivos la deteccién precoz de
céncer de cérvix, y para ello recomienda optimizar
la realizacién de citologias en mujeres de riesgo
medio-bajo para que se efectien segin los
siguientes criterios:

+ Poblacién objetivo: mujeres asintomdticas que

sean o hayan sido sexualmente activas, con edades

comprendidas entre 25 y 65 afios.

* Prueba de cribado: citologia cervical.

+ Intervalo entre exploraciones: el intervalo
recomendado serd de 3-5 anos.

En la actualidad casi todas las Comunidades
auténomas (CCAA) realizan cribado de cdncer de
cérvix, mayoritariamente de forma oportunista,
sin invitacién explicita a la poblacién diana,
aprovechando el contacto de la interesada con el
sistema sanitario.

El tipo de prueba de cribado es la citologia
de Papanicolau en casi todos los programas y
alguno realiza la citologia en fase liquida con
determinacién de VPH.

La U.S. Preventive Services Task Force (USPSTF))
en su guia clinica de 2012 (Moyer, 2012)
recomienda realizar el cribado de cdncer cervical en
las mujeres entre los 21 y 65 aios mediante toma
de citologia (Pap smear) cada 3 afnos o en mujeres
entre 30 y 65 anos mediante la realizacion de test
combinado, citologia y deteccién de VPH, cada 5
anos. La Sociedad Americana del Cdncer(ACS),

la Sociedad Americana de Patologia Cervical y
Colposcopia (ASCCP), y la Sociedad Americana
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de Pat6logos Clinicos(ASCP) realizan parecidas
recomendaciones en este aspecto (Saslow D. et

al., 2012). Las ultimas recomendaciones de la
Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia
(SEGO) del afio 2011 también coincide con esta
pauta, sélo variando de la misma en la edad de
inicio del cribado que la establece a los 3 afios del
comienzo de las relaciones sexuales y realizando
las 2 primeras citologias con intervalo de 1 afo.
Senala, por otra parte, que en caso de una estrategia
poblacional, la edad recomendada de inicio

del cribado deberia ser los 30 afios utilizando
conjuntamente la citologia convencional y la
prueba de VPH por captura hibrida, estableciendo
un intervalo entre controles de 5 afos en mujeres
con ambos resultados negativos. En el caso de
mujeres vacunadas recomienda la misma pauta,
pero utilizando sélo el test de VPH como prueba
primaria, reservando la citologia solamente para los
casos que resulten positivos; el cribado finalizaria
alos 65 anos (Bajo J. et al., 2011). No obstante
AEPCC y SEGO estédn realizando conjuntamente
unas guias sobre prevencion del cancer de cuello
uterino, que verdn la luz, muy probablemente, a
primeros de 2014, como mds tarde, y en las que se
actualizard el tema.

Se conoce la incapacidad de la citologia para
distinguir de forma consistente las formas iniciales
de las neoplasias intraepiteliales cervicales (CINs)
y las distintas clasificaciones utilizadas resultan en
un numero significativo de errores de cribado. Las
ambigiiedades diagnésticas pueden generar falsos
positivos y conducir a tratamientos innecesarios
de lo que ahora reconocemos como infecciones
por el VPH agudas comunes que probablemente
remitirdn. A pesar de estas limitaciones, con el uso
de citologias de Papanicolaou en algunos paises
desarrollados se han logrado reducciones de hasta
un 70% en la incidencia y mortalidad por cancer de
cuello uterino.

Las pruebas de deteccién del VPH aptas para
uso clinico empezaron a comercializarse en los
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anos 90 y una serie de estudios y ensayos clinicos
posteriores han demostrado mds alld de cualquier
duda razonable que una sola prueba de deteccién
del VPH ofrece una sensibilidad y un valor
predictivo negativo significativamente superiores
con una pérdida moderada de especificidad para
la deteccién de CIN2+ en comparacién con la
citologia de Papanicolaou convencional. Sin
embargo, ha tenido que pasar al menos una década
mds para que el primer Consejo de Salud de un
pais europeo haya recomendado a su Ministerio
de Sanidad sustituir la citologia de Papanicolaou
por la prueba de deteccién del VPH como opcién
de cribado primaria. Esta recomendacién también
aporta evidencias que, comparada con varias
alternativas, la citologia es actualmente la prueba
de triaje de eleccién a la hora de tomar decisiones
sobre el manejo de mujeres con resultados
positivos para VPHs de alto riesgo (VPHs-AR).
Los ensayos controlados y los andlisis de modelos
desempenaron un papel fundamental para
respaldar esta recomendacién histérica basada

en evidencias. El uso de herramientas de cribado
mejores permitird que el cribado se inicie en
edades mayores (particularmente en las cohortes
vacunadas) y que las rondas de cribado sean menos
frecuentes, sin que se comprometa la seguridad.
Ademas, el sistema se economizard globalmente
en términos de tiempo del personal clinico y

de las mujeres, asi como también se reducird el
numero total de actuaciones médicas requeridas
para ofrecer una mejor proteccion frente al cdncer
de cuello uterino (Bosch X., 2011). Este, sin duda,
serd el escenario que de forma inminente serd una
realidad en relacidn al cribado del cdncer de cérvix
uterino en nuestro entorno.



Marcadores inmunohistoquimicos en el
diagndstico y cribado de las lesiones cervicales

En los ultimos afnos se ha observado que las
infecciones oncogénicas por VPH se asocian

a la expresién de algunas moléculas celulares
relacionadas con la replicacién, la transcripcidn, la
reparacion del ADN, la apoptosis, la proliferacion
y la invasién y la metdstasis. Se ha propuesto que
algunas de estas moléculas podrian utilizarse
como biomarcadores de lesion y/o de progresion.
Entre los candidatos que han mostrado una
utilidad potencial en el cribado y/o el diagnéstico
se incluyen CDKN2A-p16, topoisomerasa 2 alfa
(TOP2A), la proteina 2 del mantenimiento de
minicromosomas (MCM2), y Ki67 (Santin et

al, 2005; Williams et al 1998). Los marcadores
moleculares que han demostrado una mayor
utilidad y en los que, por tanto, esta revision se va a
centrar de forma exhaustiva son p16 y Ki67.

Dos son las principales limitaciones del diagndstico
histolégico en la evaluacion de las lesiones
intraepiteliales escamosas: la importante variacién
inter e intra-observador en su diagndstico y la
necesidad de identificacién de las lesiones de bajo
grado que presentan un verdadero potencial de
progresion. En la evaluacién citolégica, ademds

de los problemas planteados para la biopsia, se
suma la baja sensibilidad del exdmen morfoldgico
convencional de la citologia.

Mecanismos moleculares de accion de p16 y de
Ki67

La proteina p16, codificada por el gen supresor
CDKN2A (MTS1, INK4A) situado en el
cromosoma 9p21, es una proteina de las células
humanas que acttia como inhibidor de las quinasas
dependientes de ciclinas (cdk), desacelerando el
ciclo celular mediante la inactivacion de la funcién
de los complejos cdk4- y cdk6-ciclina D. Estos
complejos regulan el punto de control de la fase
G1 del ciclo celular mediante la fosforilacién y

la subsiguiente inactivacion de la proteina del
retinoblastoma (pRb), lo cual libera el factor de
transcripcion E2F y permite a la célula entrar en

la fase S. En el CCU, pRb estd funcionalmente
inactivada desde las fases iniciales de la
carcinogénesis cervical al unirsele la oncoproteina
E7 del VPH. Se ha demostrado la existencia de una
correlacién reciproca entre pRb y p16, razén por la
cual existe una fuerte sobreexpresién de p16 tanto
en los carcinomas como en las lesiones premalignas
del cérvix uterino, relacionados todos ellos con la
infeccién por VPH. Esta sobreexpresion de p16 es
mucho mayor de lo esperado por sélo la alteracién
de pRb, especulandose con que puedan existir
otros mecanismos de sobreexpresién mediados
por la infeccién por VPH atin desconocidos. La
sobreexpresion de p16 es facilmente detectable por
tincién inmunohistoquimica y ha sido propuesta
como un marcador biolégico que puede permitir
identificar de forma inequivoca las células con
cambio displdsico o maligno inducido por

VPH, mejorando asi la especificidad diagndstica

y solucionando los problemas existentes de
variabilidad inter e intra-observador.

Ki67 es un antigeno que identifica las células en
proliferaciéon y es expresado en todas las fases del
ciclo celular.

Utilidad de p16 y Ki67 en el diagndstico
histoldgico

A pesar de que se considera el estdndar de oro en

el que se basan las conductas clinicas actuales, el
estudio histoldgico de las lesiones intraepiteliales
de cuello uterino presenta una notable variabilidad
inter e intraobservador (Malpica y cols, 2005). En
practicamente todos los trabajos la concordancia
diagndstica es mayor en los extremos del espectro
(biopsias negativas, CIN3 y CCU), mientras que

la discordancia es més elevada en las lesiones
intermedias (CIN1 y, especialmente CIN2).

Dado que segun los criterios clinicos actuales el
tratamiento estd indicado en aquellas pacientes con
CIN2 o més (CIN2+), y que éste es precisamente el
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diagndstico con una mayor variabilidad inter- e
intra-observador, en los tltimos afios se han
propuesto diferentes marcadores para aumentar
la concordancia diagndstica en estas lesiones. Tres
son las condiciones que deberia tener un buen
marcador para ser atil en la prictica diaria: 1) una
elevada sensibilidad para CIN2+ y/o CIN3+; 2)
una alta especificidad, y 3) ser facil de evaluar y
reproducible.

Las evidencias existentes sobre la utilidad de la
sobreexpresion de p16 para reducir la variabilidad
diagnéstica en lesiones preinvasivas e invasivas de
cuello uterino son muy numerosas, de modo que
se puede afirmar que se trata de una herramienta
sumamente tGtil no sélo en el diagndstico de
lesiones de cérvix sino en el manejo posterior de las
mismas, aportando un elemento objetivo con escasa
variabilidad interobservador. La sobreexpresion

de p16 es altamente especifica de las lesiones
displésicas, particularmente de las de alto grado,
las cuales son practicamente siempre positivas,
mientras que es negativa en la inmensa mayoria de
las lesiones reactivas. Un aspecto importante a tener
en cuenta es que la forma de valorar p16INK4a se
ha refinado en los tltimos anos. En la actualidad
se considera tinicamente como sobreexpresién una
positividad difusa en células basales y parabasales
(es decir, en el tercio inferior del epitelio) en un
drea epitelial, aunque ésta pueda ser pequena.

Por el contrario, tanto la negatividad absoluta
como la positividad parcheada, irregular o en
damero para este marcador se consideran como
ausencia de sobreexpresiéon. Aunque ésta tltima
forma de positividad es frecuente en lesiones de
bajo grado, puede observarse también en algunos
epitelios cervicales normales. La inclusion de casos
con positividad parcheada o irregular explica, al
menos en parte, la existencia en algunos trabajos
de positividades para p16 cercanas o incluso
superiores al 10%. En la tabla 1 se resumen los
valores de sensibilidad y especificidad de p16

para CIN2+ y CIN3+ referidos en los diferentes
trabajos publicados. Pricticamente todos los
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estudios (Bergeron et al, 2010; Dijstra et al, 2010;
Galgano et al, 2010; Horn et al, 2008; Klaes et al,
2002; McCluggage, 2007; Negri et al, 2004; 2008;
Ordi et al, 2009) han demostrado que la adicién
de p16 a la tincién rutinaria de hematoxilina
eosina aumenta notablemente la concordancia
interobservador en cuanto a la presencia o ausencia
de lesion y el grado de consenso en la gradacién
de dichas lesiones. La tincién es particularmente
util en el diagndstico diferencial entre lesiones

no neopldsicas tales como las inflamatorias o

los cambios celulares asociados a la la atrofia y

las lesiones verdaderamente premalignas, en la
identificacion de lesiones pequenias o escasamente
representadas en la muestra y en la evaluacién de
legrados endocervicales.

La identificacién de Ki67 ha venido utilizdndose
como apoyo del diagndstico histolégico
convencional en casos dudosos, estableciéndose una
relacion directa entre la presencia o no de lesion
intraepitelial y su grado y la extensién de células
positivas. Asi, los epitelios sin lesiéon presentan solo
células positivas en el estrato basal, las lesiones de
bajo grado muestran células positivas en el tercio
inferior o en la mitad del epitelio, y las de alto grado
positividad difusa en todos los estratos epiteliales
desde el basal al superficial. Sin embargo, se trata
de un marcador poco especifico en la deteccion

de lesiones viricas, pues su expresion aumenta

en cuadros reactivos epiteliales (inflamacién) y
puede verse en en linfocitos intraepiteliales, todos
ellos posibles falsos positivos que dificultan su
interpretacién. En un reciente trabajo Galgano y
cols (Galgano et al, 2010) comparan la sensibilidad
de p16, con Ki67 (y también con el antigeno L1 de
VPH), observando que p16 presenta los mejores
resultados. En este mismo trabajo, los autores
indican que la tincién doble con p16 y Ki67 en
histologia no aporta ventajas con respecto a la
tincién exclusiva con p16.

La proteina 2 del mantenimiento de
minicromosomas (MCM2) y la topoisomerasa I1



(TOP IT ) se encuentran sobreexpresadas en los
procesos que presentan una induccién de la fase S
del ciclo celular aberrante, circunstancia existente
en células infectadas por el VPH. Utilizados de
forma aislada presentan una sensibilidad cercana
al 80% con una especificidad del 75% (Badr et al,
2008). Utilizados de forma combinada presentan
una mejora de sus prestaciones individuales. Esta
combinacién estd comercializada con el nombre
de ProExC. En los trabajos en los que se comparan
p16 y ProExC, tanto la sensibilidad como la
especificidad del primero son algo superiores a las
del segundo (Badr et al 2008; Guo et al, 2011). La
utilizacién simultdnea de ambos marcadores no
mejora tampoco las prestaciones de los marcadores
utilizados de forma aislada (Badr et al 2008; Guo et
al, 2011).

Cdc6 y Mcmb5 son dos novedosos antigenos
relacionados con la proliferacién celular,
equiparables a Ki67, pero carecen de especificidad,
por cuanto no distinguen las células proliferantes
displasicas y no displdsicas. El antigeno nm23
tiene una sensibilidad cercana al 80%, pero una
especificidad inferior al 40% por lo que tampoco
resulta de utilidad (Benevolo et al, 2010).

Por dltimo, aunque VPH es el agente causal de
todas las lesiones escamosas del cérvix y que éste

es siempre detectable mediante técnicas muy
sensibles como las basadas en la PCR, los diferentes
tests comerciales basados en hibridacién in situ,
por su especificidad relativamente baja para VPH,
presentan porcentajes de positividad para CIN2-3
entre un 55 y un 70% que los hace poco ttiles en la
préctica.

Si bien la mayoria de los carcinomas de cérvix
derivan de lesiones intraepiteliales, s6lo una
minoria de éstas progresard a carcinoma invasor.
Ello es particularmente notorio para las lesiones de
bajo grado, de las que s6lo un minimo porcentaje
va a progresar, mientras que la mayoria (hasta un
85%), regresard espontdneamente. Por ello, las

guias clinicas actuales contemplan el seguimiento
sin tratamiento de estas pacientes. La morfologia
no aporta informacién alguna sobre el riesgo de
progresién de estas lesiones por lo que serfa de
gran interés disponer de un marcador capaz de
identificar las lesiones de bajo grado con capacidad
de progresion. Algunos trabajos recientes han
indicado que p16 puede proporcionar informacién
prondstica en estas lesiones. Hariri y cols. (Hariri
et al, 2007) y del Pino y cols. (del Pino et al, 2009)
han analizado el posible valor predictivo de la
determinacion de p16 en lesiones intraepiteliales
de bajo grado. En ambos estudios la ausencia de
sobreexpresion de la proteina p16 identificaba un
grupo de lesiones de bajo grado con minima o nula
capacidad de progresion. En los dos trabajos, todas
las lesiones de bajo grado que progresaron a CIN
2-3 mostraron positividad para p16 en la biopsia
de CIN1. No obstante, solo un porcentaje de las
lesiones de CIN1positivas para pl6 progresaron.
Estos resultados, aunque pendientes de
confirmacién en series mds amplias, sugieren que
p16 podria ser un importante marcador prondstico
en el manejo de lesiones intraepiteliales de bajo
grado.

Utilidad de p16 y Ki67 en el cribado

Como se ha expresado anteriormente, el test de
Papnicolaou, el método mds comun de cribado
del CCU ha demostrado una sensibilidad limitada
para el diagnéstico de HSIL y CCU. Ademas, dicho
test, detecta a un elevado niimero de mujeres

con lesiones ASC-US y LSIL que tienen un riesgo
muy bajo de progression a HSIL y CCU (Fahey

et al, 1995, Stoler et al, 2001). Por otra parte, el
reconocimiento de que la infeccién por VPH es un
factor necesario para el desarrollo del CCU esta
conllevando a un cambio en el paradigma de los
programas de cribado con un uso cada vez mds
extendido de los tests de deteccién de VPH en el
cribado primario.
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De este modo, aunque los tests de VPH son muy
sensibles para la detecciéon de lesiones cervicales
premalignas, no puede discriminar entre las
frecuentes infecciones transitorias y las verdaderas
lesiones premalignas, mucho menos prevalentes
(Schiffman et al, 2010).

La p16 como marcador Gnico aumenta la
sensibilidad y la especificidad de la citologia
convencional para la deteccién de lesiones
premalignas, en comparacién con la citologia
convencional (Carozzi et al, 2006; 2008; 2013).

Sin embargo, la frecuente presencia de células
normales positivas para p16 obliga a utilizar
criterios morfolégicos (Denton et al, 2010). Por
ello, recientemente se ha propuesto que la deteccién
simultdnea de p16, marcador de antiproliferacién, y
Ki67, un marcador de proliferacién, en una misma
célula epitelial cervical podrian ser, en citologia,
marcadores subrogados de la desregulacion

del ciclo celular secundaria a la infeccion
transformante por VPH. La principal ventaja de
esta tinciéon dual p16/Ki67 es que no precisa de
interpretacién morfoldgica de las caracteristicas
nucleares, y se considera como positiva para el test
cualquier citologia con al menos una célula con
positividad dual (tincién marrén citoplasmatica
para pl6 y tincién roja nuclear para Ki67). Debido
a estas ventajas, p16 aislada para citologia ha sido
retirada del mercado y solamente es posible utilizar
la citada tincién dual.

Dicha tincién dual p16/Ki67 en las extensiones
citoldgicas ha mostrado ser uno de los tests mas
prometedores para identificar lesiones cervicales
premalignas (Schmidt et al, 2011; Petry et al, 2011;
Loghavi et al, 2012, Wentzensen et al, 2012; Edgerton
et al, 2013; Dona et al, 2012; Waldstrom et al, 2013;
Zappacosta et al, 2013; Ikenberg et al, 2013; Ordi

et al, 2013) considerandose como test positivo la
presencia de una o mas células que expresen ambos
biomarcadores. En la actualidad se han publicado
nueve estudios valorando este test en citologia,

con algunas diferencias notables en los criterios de
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inclusion de las pacientes. En la mayoria de estos
estudios el test ha demostrado una sensibilidad y
especificidad muy altas, préximas repectivamente
al 90% y al 80%. La sensibilidad del test es muy
alta en muestras preparadas con ThinPrep y
parece reducirse en extensiones convencionales y
extensiones preparadas con SurePath (Tkengberg
et al, 2013). En la tabla 2 se muestran las
sensibilidades y especificidades de la tincién

dual para HSIL (CIN 2+) de todos los estudios
publicados hasta la fecha en la literatura.

La tincién dual p16/Ki67 ha demostrado ser
particularmente ttil en el triage de las pacientes
con citologia de ASCUS y LSIL o en las pacientes
con test de VPH positiva con citologia negativa. El
test presenta una sensibilidad y especificidad muy
altas entre las mujeres mayores de 30 anos, pero
en menores de 30 afos, grupo particularmente
conflictivo, dada la frecuencia de alteraciones
citolégicas leves y de infecciones por VPH
transitorias en este grupo de edad el rendimiento
es excelente. En uno de los estudios publicados la
adicién de criterios morfoldgicos a la valoracién
inmunohistoquimica incrementa de forma notable
la especificidad de la técnica. Esta estrategia puede
ser especialmente ttil en mujeres jovenes (Ordi et
al, 2013).



Tabla 1.

Sensibilidad y
especificidad de
p16INK4a para CIN2+

Klaes et al. 2002 100% 71% 100% 62% y CIN3+ en diferentes

Wang et al. 2004 81% 95% 100% 95% trabajos publicados
en la literatura

Hariri y Oster 2007 100% 72% - -

Kong et al. 2007 82% 100% - -

Ordi et al. 2009 99% 89% - -

Benevolo et al. 2010 96% 66% - -

Galgano et al. 2010 87% 83% 99% 74%

Guo et al. 2011 79% 85% 90% 71%

Tabla 2.
Sensibilidad y

especificidad de la

Schmidt et al. 2011 | ThinPrep ASCUS &LSIL 776 92,2 80,6 tincién dual p16/Ki67

Petry et al. 2011 ThinPrep HPV+, Pap- 132 91,9 82,1 para la deteccion de
neoplasia cervical

Wentzensen et al. | 2012 ThinPrep Cg I(Iz_gs’ HPV+ & 625 85,5 59,4 intraepitelial de grado
2 0 mas en las series

Waldstrom etal. | 2013 | ThinPrep LSIL 469 88,5 51,3 publicadas

Loghavi et al. 2012 | ThinPrep ASCUS &LSIL 188 97,0 53,0

Edgerton et al. 2013 | Surepath ASCUS 67 64,0 53,0

Zappacosta et al. | 2013 | ThinPrep LSIL, HPV+ 405 62,3 76,8

Ikenberg et al. 2013 | Conventional | Screening 27.349 85,0 95,7

Ikenberg et al. 2013 | Surepath Screening 27.349 83,9 94,9

lkenberg et al. 2013 | ThinPrep Screening 27.349 91,4 94,8

Ordi et al. 2013 ThinPrep ASCUS+ 1.123 90,9 72,1

LSIL: lesion escamosa intraepitelial de bajo grado; ASCUS: células escamosas atipicas de significado
desconocido; VPH: virus de papiloma humano
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Conclusiones

Entre los diferentes marcadores descritos p16 es

el que mayores ventajas presenta, pues puede ser
utilizado como ayuda diagndstica complementaria
a la morfologia, con sensibilidad y especificidad
superiores a los del resto de marcadores. Ademas,
su positividad o negatividad puede proporcionar
informacién prondstica de gran relevancia en el
manejo de pacientes con lesiones de bajo grado.

Como se ha comentado, debe considerarse
Unicamente como positivo la tincién continua y
difusa de las células de los estratos basal y parabasal
del epitelio escamoso estratificado cervical,

haya o no tincién de los estratos epiteliales mas
superficiales. Por el contrario, cualquier otro
resultado (ausencia de tincidn o tincién de células
aisladas o de pequenos grupos celulares, o la tincién
exclusiva de los estratos epiteliales superficiales)
debe considerarse como negativo.

En conclusién:
1. Actda como herramienta de seguridad en
el diagnéstico histolégico rutinario. Pone de
manifiesto focos lesionales de pequeio tamano y
lesiones artefactadas u ocultas que pueden pasar
desapercibidas con las técnicas de rutina.

2. Facilita el diagnéstico diferencial entre los
simuladores de lesion cervical (metaplasia
escamosa inmadura, cambios celulares asociados
a atrofia e inflamacion) y las verdaderas lesiones
intraepiteliales de alto grado

3. La expresién simultdnea de p16 y Ki67 en

una misma célula es signo inequivoco de haber
sido transformada por la infeccion por VPH-AR
reduciendo significativamente la variabilidad
interobservador en la lectura citoldgica.

4. La expresion simultdnea de p16 y Ki67 en una
misma célula presenta una alta sensibilidad y
especificidad para el diagndstico de CIN 2+.

Valor de p16 en el cribado y diagndstico de las lesiones de cérvix

5. La expresion simultdnea de p16 y Ki67 en una
misma célula ha demostrado su utilidad y eficacia
en el triage de ASCUS y LSIL citoldgicos asi como
en pacientes VPH-AR positivas.

Recomendaciones

Basandonos en las conclusiones anteriormente
expuestas puede recomendarse:

1. Utilizar el test dual para el triage de citologias
informadas como ASCUS, L-SIL.

2. En pacientes mayores de 30 afios con test
VPH positivo utilizar el test dual como prueba
de triage y en menores de 30 afos como test
primario de cribado.
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