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RESUMEN

El cancer de cuello uterino se ha convertido en un temor para las mujeres en los ultimos
afios, debido a que las muertes a causa de este mal han aumentado con el transcurrir del
tiempo. Una de las causas de que esta patologia provoque tantos desenlaces nefastos es la
dificultosa especificacion en el diagnostico, para aumentar la eficacia en el diagndstico y
asi incrementar las posibilidades de vida a los pacientes afectados por esta neoplasia. El
presente estudio tiene como objetivo determinar y evaluar la influencia de la P16INK4a en
pacientes femeninas con cancer de cuello uterino en la Sociedad Anticancerosa del Edo.
Aragua, sustentadopor antecedentes de Salazar (2008) y Garcia, Falcoff, y otros (2005) y
postulados de Virchow (1858), Evans (1973) y Milstein (1975).Este estudio esta enmarcado
en un disefio y de tipo documental. A través del andlisis de los resultados se pudo
evidenciar que los métodos utilizados para el diagnostico de cancer no son los mas
positivos, lo que permite sugerir técnicascon la P16INK4a, como las que se encuentran
plasmadas en esta investigacion que ayuden a dar diagndsticos puntuales.

Descriptores: Cancer de Cuello Uterino,ProteinaP16INK4a, Inmunohistoquimica.
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ABSTRACT

Cervical cancer has become a fear for the women in the past few years, due to the deaths
from this disease have increased with the passage of time. One of the causes of this
pathology that causes so many adverse outcomes is the difficult specification in the
diagnosis, to increase the effectiveness in the diagnosis and thus increase the possibilities of
life in patients affected by this neoplasm.The aim of this study is to identify and evaluate
the influence of the inactivation of the P16INK4a in female patients with cancer of the
cervixin the anticancerous society of Aragua state, supported by a history of Salazar (2008)
and Garcia, Falcoff, and others (2005) and tenets of Virchow (1858), Evans (1973) and
Milstein (1975). This study framed in a design and a documentary. Through the analysis of
the results demonstrate that the methods used for the diagnosis of cancer are not the most
positive, allowing suggest techniques with the P16INK4a, such as those that are embodied
in this research to help give timely diagnostics.

Descriptors: Cancer of the cervix, protein P16INK4a,Immunohistochemistry.
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INTRODUCCION
El céncer es una de las enfermedades que causa mayor cantidad de muertes a nivel
mundial cada afio, este se presenta en diferentes regiones del cuerpo afectando a
mujeres y hombres; en el caso de la poblacion femenina, una de las zonas lesionadas
con mayor regularidad es el cérvix o cuello uterino, el cancer de cuello uterino es la
causa principal de muerte en paises en via de desarrollo de mujeres que tienen una
edad entre 35 y 55 afios.
El nombre cancer engloba un amplio espectro a nivel del cuerpo humano, entre los
cuales podemos encontrar el cancer de cuello uterino, también conocido como cancer
cervicouterino o cancer cervical. Es el tercer tipo de cancer mas comun en las
mujeres, y la mayoria de estas patologias cervicales son tipo carcinomas de células
escamosas (planas).
El desarrollo del cancer de cuello uterino es gradual y toma afios. Las primeras
anormalidades detectables en las células superficiales del cérvix se denominan
displasias, que es un estado anterior a la malignidad y puede evolucionar a cancer
pre-invasivo, que sélo se propaga a las capas mas superficiales del cérvix, y
posteriormente se extiende a las capas mas profundas y a otros 6rganos ubicados en la
region pélvica.(1)
En la actualidad se han investigado métodos que permitan el diagndstico del cancer
de cuello uterino, de forma preventivo, para disminuir los efectos tragicos de esta
patologia, uno de los métodos mas significativos es el estudio de la influencia de la
proteina P16INK4a, debido a que cuando este tipo de cancer afecta al organismo,
dicha proteina sirve de marcador independiente para las células oncogénicas que se
encuentran en el tejido del cuello uterino.
Fundamentalmente el objetivo de esta investigacion es determinar y evaluar la
influencia de la P16INK4a en biopsias de pacientes femeninas con cancer de cuello
uterino en la Sociedad Anticancerosa del Edo. Aragua, a través del anélisis de
investigaciones que engloban y mantienen una estrecha relacion con las variables de
estudio de la investigacion, asi como el método de observacion para comprobar que

tan eficaz es la P16INK4a como biomarcador.



Se busca también, evaluar las técnicas aplicadas para el diagnostico del cancer y de
esta manera promover el uso de técnicas de inmunohistoquimica para la evaluacion
progresiva de cancer de cuello uterino, y de esta manera contribuir al diagnostico
oportuno de dicha enfermedad.

A pesar de que el tema del cancer ha sido estudiado a fondo por innumerables
investigadores y especialistas podemos decir que ain, a nivel de diagndstico se
encuentra estancado, a pesar de los avances tecnoldgicos en equipos y técnicas,pues
todavia al momento de diagnosticar no hay un nivel de especificidad que le brinde al
paciente la seguridad necesaria de saber si presentan este tipo de cancer o no y que
tan avanzado se encuentra, o saber el prondstico de vida del paciente.

De tal manera, los especialistas necesitan atacar a tiempo la patologia, esto se logra
con un diagndstico oportuno, por ello la importancia de la presente investigacion
debido a que propone técnicas como lo es la inmunohistoquimica especificamente en

la utilizacion de la PL6INKA4A, la cual es poco usada en instituciones publicas.
Motivado todo lo anteriormente expuesto nos preguntamos:

¢Mediante cual técnica especifica se puede detectar la influencia de P16INK4A en

pacientes femeninos con cancer de cuello uterino?



DESARROLLO

El cancer como una enfermedad que se manifiesta en el ser humano, es una de las
primeras neoplasias con mayor indice de mortalidad si no es tratada a tiempo,
especificamente uno de sus tipos que es el Cancer de Cuello Uterino, presenciandose
como una enfermedad silenciosa que en su fase més avanza, e incluso en algunos

casos detectado en esta etapa resulta mortal.

El cancer de cuello uterino ha sido una patologia que afecta a las mujeres a nivel
mundial, pero desde hace algunas décadas se ha convertido en una peligrosa amenaza
a la salud de la poblacién femenina, esto pudiera ser por la dificultosa especificacion
en el diagndstico y el tiempo que se demore o0 a los métodos diagnosticos empleados.
En el mundo, la primera causa de muerte por cancer en la mujer es por neoplasia
maligna de cuello uterino, el 85% de estas muertes se producen en las naciones
subdesarrolladas, en mujeres que se aproximan o apenas tienen 40 afiossegun lo

estipulado en el Boletin de la Oficina Sanitaria Panamericana en el afio 1992(2).

Se tienen méas conocimiento estadistico del cancer del cuello uterino que de cualquier
otra neoplasia; en USA en 1992 se diagnosticaron 72,000 nuevos casos de cancer
genital femenino; fallecieron 24,000 (33.34 %) y a nivel mundial se diagnostican
cerca de 500,000 carcinoma del cuello uterino, por ende es el mas frecuente
problema de salud publica segin Mateu- Aragonés JM. en 1982, hasta tal punto que
la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) ha identificado al cancer del cuello

uterino como prioritario en América Latina y el Caribe desde la década del 60(3).

Especificamente en Venezuela, el cancer de cuello uterino es la primera causa de
muerte, reportandose casos donde su edad de inicio son los 20 afios de edad. Las
estadisticas oficiales reportan que para el afio 2007, murieron 1571 mujeres por esta
patologia, estratificandose a nivel estadal: Apure (31.03), Delta Amacuro (22.66),

Cojedes (22.19) y Amazonas (21.18); mientras los estados que presentaron una



mayor tasa en % de padecimiento de la enfermedad (Morbilidad) para ese afio son:
Apure (66.63), Delta Amacuro (50.54), Amazonas (46.18) y Cojedes (45.09), segun
el Registro Central De Cancersiendo estos estados aéreas rurales donde la

informacién y la educacion sanitaria son escasas (4).

Segun el 1l Encuentro de Coordinadores de Oncologia, actividad organizada por
Ministerio del Poder Popular para la Salud en Aragua, la coordinadora de oncologia
Nora Lépez, sefialo que en el 2008 por cada 100mil mujeres aragiiefias morian 14 mil

y para el 2010 la cifra se redujo a 9 mil (5).

En ese mismo orden, afirma que en la Sociedad Anticancerosa del Estado Araguaa
partir del 2011 se ha incrementado el nimero de casos de lesiones precancerosasa
74,las cuales se han detectado por métodos o pruebas de rutina como el papanicolau,
citologias exfoliativas, frotis, entre otras; pero sin embargo ain no se llega una tasa
minima de mortalidad por esta enfermedad, por lo que el director médico del
Anticanceroso de Maracay, Dr. Rafael Alejos, califico a esta patologia como un “
Enemigo Silencioso” gracias a que su desarrollo en la mujer es sin presentar
sintomas, provocando al pasar de los afios una invasion con complicaciones a nivel de

vasos sanguinos y de tejidos (6)

En consecuencia, la P16INK4a es una proteina perteneciendo al grupo de proteinas
que regulan la reproduccion celular y se manifiesta de forma aumentada en la
proliferacion de las células neoplasicas, y es un indicador especifico de esta
neoplasia; sin embargo su puesta en practica no ha sido empleada en los laboratorios

de salud.
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Las técnicas que se utilizan cominmente, en algunos casos, no garantizan exactitud
de diagnostico, por ello se propone el mayor uso de la técnica auxiliar més avanzada
como lo es la inmunohistoquimica, con la cual pudiera incidir en que el paciente logré
recibir un tratamiento eficaz y/o precisar que lo avanzado que se encuentra esta

neoplasia.

Es por esto que al estudiar este tema tan relevante como es el cancer de cuello uterino
y a su vez haciendo énfasis en la influencia de la pl6INK4a como biomarcador
especifico a través de técnicas inmunohistoquimica, se busca aportar como una nueva
técnica para el diagndstico oportuno, debido a la eficacia en la deteccion de la
enfermedad y asi disminuir de forma indirecta la mortalidad femenina a causa de la

patologia.

Esta investigacion se sustenta en Conceptos, Teorias y Antecedentes que serviran

como guia de analisis para la construccidn de otras investigaciones.

En el presente estudio se establecen una serie de antecedentes de acuerdo a diversos
autores y sus investigaciones realizadas que llevan una correlacion con las dos
variables, como lo son el Cancer de Cuello uterino y la P16INK4A; esto con la
finalidad de reforzar la investigacion

Alvarez A, y colaboradores (2010), en su investigacion titulada “Busqueda del
marcador de progresion pl6INK4a en lesiones intraepiteliales escamosas” en
Cartagena de Indias, se enfocaron en el estudio de 37 biopsias de pacientes con
lesiones intraepitelial escamosa de bajo y alto grado. Se obtuvieron varios cortes para
anticuerpos monoclonales anti-pl16. La expresion de pl6 INK4a fue positiva en
45,5% de las LIE de bajo grado y 93,3% de LEI alto grado. P16 INK4a se encontro
presente en el epitelio con displasia cervical, corroborando asi que esta proteina
puede ser utilizada para el diagndstico de esta displasia, obteniendo resultados

confiables de acuerdo a su presencia en los epitelios (7)
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Asi mismo, Garcia y cols(2005) en su investigacion titulada “Inmunohistoquimica de
la proteina p16INK4A en biopsias y extendidos Cervicovaginales y su relacion con
VPH por PCR”, tuvieron como objetivo principal correlacionar los hallazgos
Cito/Histoldgicos con la expresion de p16 y el subtipo de VPH por PCR. Enfocando
este estudio en un disefio de tipo experimental, seleccionando como poblacion

mujeres entre 19 a 75 afios, de las cuales se obtuvo 95 biopsias de Cuello Uterino.

Al analizar los resultados, se observd marcacion positiva para p16 en 1/35 biopsias
(2,9%) y 1/11 fueron negativas o positivas focales para p16; en tanto aquellas con
VPH-18 u otros subtipos fueron mayoritariamente positivas de tipo difuso (8).

Aunado a estos resultados se concluyé que la expresion de la pl6 presenta alta
correlacion con el diagnostico Cito/Histoldgico y alta asociacion entre la marcacion
difusa y la presencia de VPH de alto riesgo, aportando mayor objetividad en casos
dudosos y ayudando a seleccionar grupos de individuos con riesgo de progresion de

enfermedad, con un costo aceptable para estudiar grandes grupos.

Esta investigacion se relaciona de forma precisa con la investigacion presente debido
a que, las dos tienen como objetivo el estudio de la pl6INK4A en cuanto a la
reaccion que esta genere al expresarse en biopsias y extendidos,.

En 1975 Cesar Milstein, Georges JF Kohler y Niels K Jerne; introdujeron el uso de
anticuerpos monoclonales, como parte de la rutina de los laboratorios de patologia,
debido a que son de gran utilidad en el diagnostico de tumores metastasicos de
primario desconocido, tumores de partes blandas, linfomas y leucemias que pueden
ayudar a la identificacion de algunos agentes infecciosos, ademas, los anticuerpos
monoclonales pueden ser de utilidad como factores prondsticos y predictivos en

diversos tumores.
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Tal como lo expresa la teoria celular propuesta por E. Virchow en 1858: todas las
células se forman a partir de células preexistentes. El crecimiento y desarrollo de los
organismos vivos depende del crecimiento y multiplicacion de sus células, todas las
células vivas deben replicar su ADN una vez y s6lo una vez antes de dividirse, y
deberan hacerlo con una precision implacable para garantizar que su herencia

genética se mantenga intacta (9).

Para que esto suceda existen proteinas que estan presentes en el ciclo celular. En
1983, Evans, T. estudid la sintesis de proteinas en el erizo de mar, y descubri6é que
estaban presentes varias proteinas acumuladas a un alto nivel durante la interface,
para declinar poco antes de que los huevos se dividieran. Se acufid el nombre de
ciclinas para estas proteinas que mostraron comportamiento en el ciclo celular.
Posteriormente, las ciclinas se identificaron en una variedad de organismos, lo que

demuestra la universalidad de este fendmeno (10)

En 1991, un mecanismo diferente fue descubierto en los vertebrados, lo que lleva a la
identificacion de una nueva clase de proteinas. Se establecié posteriormente que la
ciclina es la subunidad reguladora de la quinasa CDK2 en la fase S. También se
determind que la ciclina D funciona como regulador de la CDK4 y CDK6 en G1 (12)

En resumen encontraron gue las ciclinas son proteinas cuya concentracion y actividad
varia en cada etapa del ciclo celular. Las CDK y sus inhibidores, que pueden ser de la
familia de los KIP o0 INK4 — INK4a (inhibidor CDK4 y conocido tambien como P16),

se encuentran en un nivel constante a lo largo del ciclo celular.

Es por esto, que se le da una notable importancia a estas variables, ya que, el objetivo
final es manifestar que, a traves de esta técnica se logra obtener un diagnostico mas
concreto de acuerdo a la enfermedad; y a su vez la importancia que se comparte en el
equipo de trabajo al desarrollar esta investigacion viene dada por la finalidad de
brindarle una técnica de segunda mano al personal que manipula las muestras, a

través de la comparacion de esta técnica con las técnicas de rutina que se utilizan
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actualmente, y por consiguiente, obtener mejores resultados en cuanto al diagnostico

de esta neoplasia que es sumamente importante en la poblacion femenina.

Inmunohistoquimica

La Inmunohistoquimica es un método que utiliza anticuerpos seleccionados para
identificar antigenos especificos. Las pruebas son extremadamente sensiblss y pueden
detectar cantidades muy pequefias (ejemplo: nanogramas o moléculas individuales)

de una sustancia.

Metodos
Método Directo: Un marcador visual, ya sea fluorescente o enzimatico, se adhiere
quimicamente al anticuerpo primario. El anticuerpo primario es el anticuerpo dirigido

contra el antigeno que se quiere demostrar.

Método Indirecto: EI marcador visual esta unido al anticuerpo secundario. El tejido es
expuesto previamente al anticuerpo primario que no es marcado y luego el anticuerpo

secundario, el cual es dirigido contra el anticuerpo primario y se unira con él.

Método de Peroxidasa-Antiperoxidasa: Este método usa un anticuerpo primario, un
anticuerpo secundario y un anticuerpo producido en contra, conjugado con la enzima

peroxidasa (complejo PAP).

Método del complejo Avidina-Biotina (ABC): Esta técnica también usa tres
reactivos: un anticuerpo primario, un anticuerpo secundario que esta gquimicamente
ligado a la vitamina Biotina, y un complejo de la glicoproteina Avidina que esta

ligado a la Biotina y Peroxidasa.
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P16INK4a

P16 es una proteina supresora de tumores codificada en humanos por el
genCDKNZ2A.Esta tiene un papel importante en la regulacion del ciclo celular. Las
mutaciones en p16 aumentan el riesgo de desarrollar diversos canceres. La expresion
de esta proteina esta estrictamente regulada en células normales en las que se expresa
a niveles muy bajos, no detectandose mediante Inmunohistoquimica. Por el contrario,
pl6 (INK4a) se encuentra sobreexpresada en la lesidn escamosa intraepitelial de
cervix uterino (SIL).

Es especialmente frecuente en lesiones de alto grado (H-SIL), en carcinoma
escamoso Y en lesiones con cepas de HPV asociadas a alto riesgo de progresion. En
SIL de bajo grado la expresion es mas heterogénea y el epitelio cervical normal es
negativo. La positividad Inmunohistoquimica se observa en nucleo y citoplasma y es
de utilidad en el diagnéstico diferencial de SIL en biopsias o frotis citologicos.
Cancer de Cuello Uterino

El cancer de cuello uterino también conocido como cancer cervicouterino0 cancer
cervical, es un tipo frecuente de cancer en mujeres, y consiste en una enfermedad en
la cual se encuentran células cancerosas (malignas) en los tejidos del cuello uterino.
En un principio, el cancer de cuello uterino quiz& no causard sintomas, pero mas
adelante puede haber dolor en la pelvis o sangrado vaginal. Suele tomar varios afios
para que las células normales del cuello uterino se conviertan en células cancerosas.
El cérvix uterino presenta lesiones asintomaticas mucho antes de la aparicion del
cancer. Con los afios, evolucionan hasta transformarse en carcinoma, aunque también
pueden regresar espontaneamente. Estas alteraciones precursoras, como deciamos,
son totalmente asintomaticas y sélo se detectan mediante la citologia, la colposcopia
y la biopsia y observacion al microscopio.

Se identifican diferentes subtipos de cancer cervical:

-Carcinoma de las células escamosas, que se origina a expensas del epitelio

pavimentoso; es el mas frecuente (aproximadamente 80% de los casos); el precursor
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inmediato de este carcinoma son las HSIL, lesiones intraepiteliales escamosas de alto

grado.
-Adenocarcinoma cervical, que constituye el 15% de los casos y se desarrolla a partir

de lesiones precursoras denominadas adenocarcinoma in situ;

-Carcinomas adenoescamosos y neuroendocrinos, que constituyen el 5% restante de

los casos
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CONCLUSIONES

Después de culminar la presente investigacion y llevar a cabo los diferentes procesos
de recoleccién de datos y actividades, los resultados fueron satisfactorios cuando
hablamos de la inmunohistoquimica como método diagndstico del cancer de cuello
uterino implementando la P16INK4A como biomarcador, técnica que mostro mejores
resultados como marcador en el cancer de cuello uterino.

Segun la informacion obtenida del material bibliografico y lo observado en la
Sociedad Anticancerosa del Edo. Aragua se puede deducir que las técnicas aplicadas
habitualmente para el diagnostico del céncer, no son las més adecuadas ni mas
eficaces por ello se debe cambiar o utilizar otras técnicas que ayuden a los
especialistas a diagnosticar puntualmente y asi disminuir las muertes a causa del

cancer de cuello uterino.
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RECOMENDACIONES

Si se desea solventar el déficit con respecto a técnicas para diagnosticar el cancer de
cuello uterino, se debe comenzar por una mayor inversion en equipos Y reactivos que
permitan desarrollar técnicas mas costosas que a su vez seran mas eficaces.

También deben realizarse trabajos investigativos que permitan experimentar con
nuevos métodos que aumenten las posibilidades de mejorar las técnicas diagndsticas.
Para conseguir una inversion en reactivos y equipos y todo lo necesario para la
investigacion, se deberia solicitar la ayuda de organismos gubernamentales o una
gran inversién del sector privado que cubra los gastos generales.

Esto permitiria, a los técnicos especialistas en este &mbito contribuir en dar un
diagnostico confiable que en segunda instancia repercutird en los pacientesaumentado

su esperanza de vida.
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