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2. RESUMEN

El cancer de cuello uterino es una de las neoplasias mas frecuentes que afecta a
mujeres, ocupa el cuarto lugar a nivel mundial y el segundo en América Latina. El
mayor porcentaje se produce en los paises en vias de desarrollo, lo que se atribuye a
los precarios programas de prevencion y deteccidn de las lesiones precursoras.

El Colegio Americano de Patologos y la Sociedad Americana de Colposcopia y
Patologia cervical han publicado una serie de recomendaciones con la finalidad de
unificar la terminologia de las lesiones del tracto anogenital asociadas al Virus del
Papiloma Humano (VPH). Una de sus recomendaciones es utilizar una terminologia de
dos niveles: Lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado y lesiones
intraepiteliales escamosas de alto grado, en lugar de la clasificacion de 3 niveles
anteriormente utilizada (NIC 1, NIC 2, NIC 3) ya que el NIC 2 fue considerado una
lesion bioldgicamente equivoca que caia entre los cambios morfologicos de la
infeccion por VPH y las lesiones precursoras del Carcinoma de células escamosas. La
misma terminologia es utilizada en la Gltima edicién publicada de Organizacién
mundial de la salud sobre la clasificacion de los tumores del tracto genital femenino.

El presente proyecto de investigacion tiene como objetivo determinar la utilidad de
las tinciones de Inmunohistoquimica pl6 y Ki67 para la reclasificacion de las
neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC 2) como lesiones intraepiteliales escamosas
(LIE) de bajo o alto grado, para lo cual utilizaremos la base de datos del servicio de
Anatomia Patoldgica del Centro Médico Naval "Cirujano Mayor Santiago Tavara", en
la que seleccionaremos las biopsias que fueron diagnosticadas como NIC 2 durante los
afios 2012 al 2019.

Al utilizar el p16 y Ki67 la evaluacion de los NIC 2 serd mas certera y podremos
clasificar de manera eficaz las biopsias como de LIE de bajo o alto grado, con lo que
tendremos un grupo de pacientes que se beneficiaran ya que no seran sobre tratadas ni
sub tratadas; lo cual tendrd un impacto social y econémico
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3. INTRODUCCION

Segun datos de la Organizacion mundial de la salud (OMS) y la Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS), el c&ncer de cérvix es la cuarta neoplasia méas
frecuente en mujeres en todo el mundo y el mayor porcentaje de estos casos se produce
en los paises menos desarrollados; en América latina esta neoplasia ocupa el segundo
lugar, lo cual es atribuido a los precarios programas de prevencion y deteccion de las
lesiones precursoras. (1) (2)

Las lesiones precursoras del cancer de cuello uterino tardan muchos afios en aparecer,
y cuando se detectan tempranamente pueden tratarse en forma optima.

En el afio 2003 la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC)
publico el libro titulado “Clasificacion de los tumores de mama y 6rganos genitales
femeninos”, en donde las lesiones precursoras de Carcinoma de células escamosas
fueron denominadas Neoplasias Intraepiteliales Cervicales (NIC), y clasificadas como
NIC 1, NIC 2 y NIC 3. (3)

El Colegio Americano de Pat6logos (CAP) y la Sociedad Americana de Colposcopia y
Patologia cervical (ASCCP), en el 2012, publicaron el Proyecto de estandarizacién
de terminologia escamosa anogenital inferior para lesiones asociadas al Virus del
Papiloma Humano (LAST Project), en donde utilizan el término Lesion escamosa
intraepitelial (LIE) bajo grado y Lesion escamosa intraepitelial de alto grado para
denominar a los precursores del Carcinoma de células escamosas.

El LAST Project recomienda el uso de esta terminologia dual en lugar de la antigua
clasificacion de tres niveles ya que el NIC 2 fue considerado una lesion bioldgicamente
equivoca que caia entre los cambios morfol6gicos de la infeccion por el Virus del
Papiloma Humano (VPH) y el precancer. Para ello recomiendan utilizar los marcadores
de inmunohistoquimica p16 y Ki67 cuando estabamos frente a un resultado de NIC 2
(segun la antigua terminologia). (4)

La marcacion inmunohistoquimica de p16 positiva fuerte y en bloque respalda una
categorizacion de la enfermedad como LIE de alto grado (precancerosa) y la tincion
debil o en parches como LIE de bajo grado (cambios morfolégicos por VPH).

Con respecto al anticuerpo de inmunohistoquimica Ki67 la conclusién es que muestra
caracteristicas operativas similares, pero menos documentadas en comparacion con
pl6 y la recomendacion es utilizarlo si el p16 no esta disponible o es técnicamente
inadecuado (equivoco). (5)

Desde la publicacion de las recomendaciones del Colegio Americano de Patélogos y
la Sociedad Americana de Colposcopia y Patologia cervical, la nueva terminologia para
las lesiones precursoras del Carcinoma de células escamosas del cuello uterino, viene
siendo estudiada y ampliamente utilizada.

En tal sentido en el afio 2014 la OMS public6 una nueva edicion de su libro “Tumores
de los organos reproductores femeninos” de la IARC en donde utilizd la misma
clasificacion de dos niveles recomendada por la CAP y la ASCCP. (6)

A nivel mundial diversos autores concluyen que las tinciones de inmunohistoquimica
pl6 y Ki67 proporcionan una gran ayuda para evaluar las biopsias con diagndstico
histoldgico de NIC 2, ademas de que presentan una baja tasa de falsos positivos. Esto
viene repercutiendo eficazmente en la eleccion del tratamiento que reciben las mujeres,



ya que los NIC 2 diagnosticados morfoldégicamente que tienen marcadores de
inmunohistoquimica p16 y/o Ki 67 negativo, se comportan como un NIC 1y por lo
tanto es justificable que estas lesiones sean diagnosticadas como lesion escamosa
intraepitelial de bajo grado con lo cual no seria necesario someter a las pacientes a
tratamiento invasivo (quirdrgico). En cuanto a las biopsias con tinciones de p16 y Ki67
positivas, estas lesiones son diagnosticadas como LIE de alto grado, se comportan
como un NIC 3 y presentan mayor riesgo de progresar a cancer, por lo que necesitan
tratamiento invasivo (quirurgico). (7) (8) (9).

EL Colegio americano de pat6logos mantiene un compromiso respecto al monitoreo y
actualizacién de la literatura, al momento las recomendaciones contindan vigentes y
son ampliamente utilizadas a nivel mundial, el Perd no es ajeno a éstas.

Sin embargo, en el Centro Médico Naval “Cirujano Mayor Santiago Tavara”, en la
actualidad, adn no se utiliza la nomenclatura recomendada por el LAST Project y el
uso de marcadores de inmunohistoquimica para diagnosticar lesiones escamosas de
cérvix, no se encuentra estandarizado. Si bien es cierto realizar pruebas de
inmunohistoquimica demandan un coste adicional al tratamiento de una biopsia, al
utilizar el p16 y Ki67 la evaluacion de los NIC 2 sera mas certera y podremos clasificar
de manera eficaz las biopsias como de LIE de bajo o alto grado, con lo que tendremos
un grupo de pacientes que se beneficiaran ya que no seran sobre tratadas ni sub tratadas;
lo cual tendra un impacto social y econémico

La finalidad de este proyecto de investigacion es determinar la utilidad de los
marcadores de inmunohistoquimica (p16 y Ki 67) y con ello identificar cuéles de los
diagnostico morfoldgicos con coloracion de Hematoxilina — Eosina (H&E) de NIC 2
en el Centro Médico Naval “Cirujano Mayor Santiago Tavara” durante los afios 2012
al 2019, seran catalogados como lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado y
cudles seran lesiones escamosas intreepiteliales de bajo grado , segun lo que indica el
LAST Project y la actual clasificacion de tumores del tracto genital femenino de la
OMS para las lesiones precursoras del cancer de cérvix.

4. OBJETIVOS
GENERAL

Determinar la utilidad de las tinciones de Inmunohistoquimica p16 y Ki67 para la
reclasificacion de las neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC 2) como lesiones
intraepiteliales escamosas (LIE) de bajo o alto grado en el Centro Médico Naval entre
los afios 2012-2019.



ESPECIFICO

1. Determinar la expresion del p16 y Ki 67 en los casos diagnosticados como NIC
2.

2. Determinar el porcentaje de NIC 2 que seran reclasificados como LIE de bajo
grado con la expresion de los marcadores de Inmunohistoquimica p16 y Ki67

3. Determinar el porcentaje de NIC 2 que permaneceran como LIE de alto grado
con la expresion de los marcadores de Inmunohistoquimica p16 y Ki67

4. Valorar la sensibilidad y especificidad de las tinciones de Inmunohistoguimica
pl6 y Ki67 para reclasificar los NIC 2 como LIE de bajo o alto grado.

5. Determinar el valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo de las
tinciones de inmunohistoquimica p16 y Ki67.

5. MATERIAL Y METODO

a) Disefio del estudio
Estudio descriptivo de corte transversal retrospectivo.

b) Poblacién
Todas las biopsias cervicales con diagnostico de NIC 2 del Centro Médico Naval
«Cirujano Mayor Santiago Tavara» durante los afios 2012-2019.

Criterios de inclusién
- Biopsias cervicales con diagnostico de NIC 2 realizado durante los afios 2012 -
2019 en el Centro Médico Naval «Cirujano Mayor Santiago Tavara».

Criterios de exclusion.

- Biopsias cervicales con diagnostico de NIC 2 cuyos tacos de parafina no se
encuentren en el archivo del servicio de Anatomia Patoldgica.

- Biopsias cervicales con diagnéstico de NIC 2 cuyos tacos de parafina no
contengan material suficiente para realizar los cortes histoldgicos necesarios.

¢) Muestra
El tamafio de la muestra seran todas las biopsias con diagndstico final de NIC 2 que
cumplan los criterios de inclusion y exclusion.



d) Definicidn operacional de variables:

proliferacion.

epitelio

VARIABLES | DESCRIPCION | DIMENCIONES INDICADORES INSTRUMENTO
CONCEPTUAL
Tincion en bloque y fuerte con
expresion nuclear y citoplasmatica
Proteina supresora . en un segmento contindo de células
Positivo . )
de tumores (al menos 10 células); que debe
involucrar  capas  basales vy N
Tincion de
P16 parabasales. inmunohistoquimica
Negativo Tincion debil o en parches
Proteina  nuclear Difusa tincién en todos los estratos
. Positivo epiteliales (desde el basal al
relacionada con el -
: superficial)
ciclo celular inci6n d
Ki67 prototipico . Tmc_lon €
' inmunohistoquimica
expresada por L .
células en _ Tincion de_ Ia_s cel_ulas de _Ia capa
Negativo basal, tercio inferior o mitad del




NIC

Clasificacion de las
lesiones
precursoras del
Carcinoma de
células escamosas
de cérvix segun
International
Agency for
Research on Cancer
(IARC) (2003)

NIC 1

La maduracion esta presente en los
dos tercios superiores del epitelio, y
las células superficiales contienen
atipia variable pero generalmente
leve, que puede incluir un efecto
citopatico viral (coilocitos). Las
anomalias nucleares estan presentes
en todo momento, pero son leves.
Las figuras mitoticas estan presentes
en el tercio basal y no son
numerosas, las formas atipicas son
raras.

NIC 2

La maduracién estd presente en la
mitad superior del epitelio, y la
atipia nuclear es conspicua en las
capas epiteliales superior e inferior.
Las figuras mitGticas generalmente
se limitan a los dos tercios basales
del epitelio, las formas atipicas
pueden aparecer.

NIC 3

La maduracion (incluida la
queratinizacion de la superficie)
puede estar ausente o limitada al
tercio superficial del epitelio. Las
anomalias nucleares estdn marcadas
en la mayor parte o en la totalidad
del grosor del epitelio. Las figuras

Evaluacion
histomorfoldgica




mitoticas pueden ser numerosas y se
encuentran en todos los niveles del
epitelio. Las mitosis atipicas son
frecuentes.

LIE

Clasificacion de las
lesiones
precursoras del
Carcinoma de
células escamosas
de cérvix segun
LAST Project

LIE de bajo grado

Lesion del epitelio escamoso que
representa la manifestacion
morfolégica de una infeccion
producida por VPH. Bajo grado se
refiere al bajo riesgo asociado de
cancer concurrente o futuro.

LIE de alto grado

Lesion del epitelio escamoso que
conlleva un riesgo importante de
desarrollo de cancer invasivo si no
se trata.

Evaluacién
histomorfoldgica




d) Procedimientos y técnicas:
Materiales

- Base de datos del Servicio de Anatomia Patoldgica del Centro Médico Naval
« Cirujano Mayor Santiago Tavara »

- Archivo de laminas y bloques de parafina del Centro Médico Naval « Cirujano
Mayor Santiago Tévara »

- Laminas con carga positiva

- Kit CINtec® p16'"NK4 (DAKO)

- Anti-Human Ki-67 Antigen Clon MIB-1 (DAKO)

- Micrétomo

- Microscopio Optico

- Laptop

- Hojas bond en tamafio A4

- Microscopio éptico

Instrumentos

- Base datos en el programa de Microsoft Excel 2013, para el procesamiento de
los datos obtenidos y los estudios estadisticos.
- Ficha de recoleccién de datos y diagnostico final - Anexo 1.

Metodologia

Primero se obtendra el permiso correspondiente de la comision de Etica de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia y del Centro Medic6 Naval « Cirujano Mayor
Santiago Téavara ». Se solicitara la conformidad del Jefe del servicio de Anatomia
Patologica para realizar la busgqueda en la base de datos. Los datos de todas las biopsias
con diagnéstico de NIC2 que fueron realizadas durante los afios 2012 al 2019 seran
recolectados en la Ficha de recopilacién de datos y diagndstico final (Anexo 1); éstos
serén ingresados a una base de datos en Microsoft Excel 2013 para su posterior
procesamiento.

Luego se procedera a la blsqueda de tacos de parafina y laminas de H&E que
corresponden a las biopsias seleccionadas y se realizard dos cortes histologicos de 4
micras en una misma lamina que seran procesados con el kit CINtec® p16'NK4a
(DAKO) para la demostracion por inmunohistoquimica de la proteina pl16 y Anti-
Human Ki-67 Antigen Clon MIB-1 (DAKO) para la demostracion por
inmunohistoquimica de Ki67.

Se realizara una técnica de doble tincion de inmunohistoquimica haciendo uso del
mismo sistema enzimatico y revelado con distintos cromdgenos. Se utilizara primero
el marcaje con DAB (color marrdén) y segundo el marcaje con AEC (color rojizo)

Las laminas obtenidas seran evaluadas teniendo en cuenta la presencia Yy el tipo de
marcacion inmunohistoquimica.



Dicha evaluacidn sera realizada por un médico anatomopat6logo con un minimo de 5
afios de experiencia en el &rea de ginecopatologia.

Los resultados se colocaran en la ficha de recopilacion de datos y el diagnostico final
(Anexo 1); luego seréan ingresadas a la base de datos de Microsoft Excel 2013 para su
posterior analisis estadistico.

e) Aspectos éticos del estudio

La investigacion se desarrollara realizando una revision de los informes patolégicos
obtenidos de la base de datos de Anatomia Patoldgica para lo cual se obtendra la
autorizacion del comité de ética de la Universidad Peruana Cayetano Heredia y del
Centro Médico Naval « Cirujano Mayo Santiago Tavara »; asi como el permiso del
Jefe del Servicio de Anatomia Patoldgica. Este es un estudio retrospectivo por lo cual
no representa riesgo alguno para las pacientes. Se protegera la confidencialidad de las
biopsias al utilizar cddigos propios para la investigacion, asi mismo se resguardaran las
bases de datos generadas limitando el acceso a ellas a través de contrasefias.

f) Plan de analisis

Los datos que se obtengan se ingresaran a la base de datos de Microsoft Excel 2013,
realizando un control de calidad en la digitacion, a través de la doble revision de los
mismos. Se reportard las variables cualitativas con tablas de distribucion de
frecuencias y porcentajes; el analisis descriptivo serd presentado mediante graficos, se
utilizara diagramas circulares.

Para el andlisis de los datos se utilizara el paquete estadistico STATA 11.0, calculando
la especificidad, la sensibilidad, el valor predictivo positivo y negativo. Teniendo un
nivel de significacion de 0.05.
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7. PRESUPUESTO Y CRONOGRAMA

Presupuesto
DESCRIPCION COSTO CANTIDAD | TOTAL
UNITARIO (nuevos
(nuevos soles) soles)
Laminas portaobjetos con carga 2 400
positiva
Kit CINtec® p16'"N%% (DAKO) 3000 6000
Anti-Human Ki-67 Antigen Clon 3500 3500
MIB-1 (DAKO)
500 Hojas bond 0.01 500
Estadistico 400 400
Tecndlogo 480 480
Médico anatomopato6logo 2000 2000
TOTAL 13280
Fuente de financiamiento
FUENTE DE FINANCIAMIENTO MONTO PARTICIPACION
(nuevos soles) (%0)
Aporte propio 6640 50%
Préstamo — Entidad financiera 2656 20%
Fondo concursable 3984 30%
TOTAL 13280 100 %
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Cronograma

ANO 2020 2021
MES Junio | Julio | Agosto | Septiembre | Octubre | Noviembre | Diciembre | Enero | Febrero | Marzo | Abril | Mayo | Junio
Revision de
bibliografia X
Elaboracion del
protocolo X
Aceptacion  del
proyecto X X
Obtencion de
base de datos X X
Busqueda de
tacos de parafina X
y laminas
Realizacion de
inmunohistoquimica X
Lectura de l&minas
de X X X
inmunohistoquimica
Andlisis de
resultados X
Publicacion X
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8. ANEXOS

ANEXO 1

Cddigo de muestra

DIAGNOSTICO
INICIAL
Ki 67 POSITIVO NEGATIVO
pl6 POSITIVO NEGATIVO
DIAGNOSTICO Lesion intraepitelial Lesion intraepitelial
FINAL escamosa de bajo grado escamosa de alto grado
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