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RESUMEN:

OBJETIVO: El p16INK4a ha sido identificado como un biomarcador de infeccién por VPH vy su presencia en conjunto con
el Ki 67 ha sido propuesta como una herramienta diagnostica de lesiones pre invasoras intraepiteliales cervicales. Es conocida la
asociacion del VPH con algunos tipos de carcinomas epidermoide de cabeza y cuello. El propdésito de este estudio fue utilizar la
inmunotincién de p16/Ki-67 en el diagndstico de lesiones intraepiteliales preinvasoras de mucosa de cabeza y cuello. METODO:
Una serie de 20 lesiones intramucosas provenientes de la cavidad oral y laringe. Utilizamos la técnica de matriz de tejidos y
realizamos inmunohistoquimica para p16/Ki-67. RESULTADOS: El diagndstico histoldgico fue de papilomatosis, hiperplasia
escamosa y displasia. Inesperadamente el 60 % fueron de sexo femenino y 40 % masculino. 13 % progresaron a carcinoma escamoso
de cabeza y cuello entre un mesy 5 anos después del diagnéstico. 13 % expresaron p16/Ki-67. Todos los pacientes positivos para
Ki-67 evolucionaron a carcinoma. CONCLUSION: La serie es muy pequeda y no permitié encontrar asociacion entre p16/Ki-67
con las variables. Los datos sugieren que Ki 67 podria ser utilizado como un biomarcador para el riesgo de desarrollo de carcinoma
infiltrante. La utilidad del p16 como biomarcador de infeccién por VPH debe ser confirmado con métodos moleculares.

PALABRAS CLAVE: p16INK4a, VPH, Ki 67, carcinoma epidermoide, cabeza, cuello, lesiones intramucosas, papilomatosis.

ABSTRACT:

OBJECTIVE: The pl6INK4a has been identified as a biomarker for lesions caused by the HPV, and its presence with Ki-67
immunostains has been proposed as a diagnostic tool for the neoplastic pre invasive lesions. For all is well known the association
between the HPV and certain kinds of the head and neck squamous cell carcinoma. The purpose of this study was to determine
the use of P16/Ki-67 immunostains in the diagnosis of the neoplastic intramucosal pre invasive lesions of head and neck.
METHOD: A series 20 biopsies of intramucosal lesions from oral cavity and larynges. We used tissue microarray technique
and performed immunostains for P16/Ki-67. RESULTS: Histological diagnosis was papillomatosis, squamous hyperplasia and
dysplasia. Unexpected 60 % were female and 40 % were man. 13 % evolved to a squamous cell carcinoma between 1 month and
5 years. 13 % express P16/Ki-67 immunostains. All patients positive Ki-67 evolves to head and neck squamous cell carcinoma.
CONCLUSION: The series is too short; we were not able to find association between the p16/Ki-67 and variables. Data suggests
that Ki-67 as biomarker predicting a higher risk of becoming and invasive carcinoma. In addition, the utility of p16 as biomarker
of the HPV lesions has to be confirming with the molecular diagnosis.

KEYWORDS: pl16INK4a, HPV, Ki 67, head, neck, squamous carcinoma, intra mucosal lesion, papillomatosis.
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INTRODUCCION

El carcinoma epidermoide de cabeza y cuello (CECC) constituye el sexto tumor maligno mds comiin, con
una incidencia anual estimada de 633 000 y 355 000 muertes en todo el mundo ¢ 1+ 2+ 3,

Las lesiones precursoras son conocidas como alteraciones del epitelio que tienen mayor probabilidad
de progresion hacia el CECC. Los términos displasia, neoplasia intraepitelial e hiperplasia epitelial atipica
se utilizan casi de manera equivalente. Estas lesiones de potencial maligno implican cambios citoldgicos y
arquitecturales caracterizados por atipias y trastornos de maduracion del epitelio de revestimiento de tipo
mucoso de la cabeza y el cuello ( %+ 5+ ¢ -

En la actualidad entre los factores de riesgo conocidos se reconoce la participacién de la infeccién por el

Virus del Papiloma Humano (VPH). Los serotipos de alto riesgo (16, 18,31y 33), se describen en laliteratura

mundial en el carcinoma de cuello uterino, otras neoplasias ano-genitales, y en un subgrupo de CECC ©8
En las etapas iniciales de la enfermedad, el paciente puede no mostrar ningtn sintoma clinico; y como un

niimero tan significativo de los pacientes presentan metéstasis en el momento del diagnéstico (nodal regional

participacién en 43 % y la metastasis distante en 10 %), lo que lleva a 5 afios las tasas de supervivencia de

menos de 60 % {7 ).

Tienden a ser altamente curables si se detecta tempranamente. El VPH posee E6 y E7 las cuales codifican
las principales oncoproteinas del virus, que promueven la célula a la progresién del ciclo y la replicacién del
ADN viral. La mayoria de las personas con infeccién por el VPH no desarrollan cincer. La expresién de E6
y E7 es necesaria pero no suficiente para transformacién maligna ¢ 7 8 ),

Sin embargo, el aumento de la capacidad proliferativa y la evasién de la apoptosis inducida por la E6 y
E7 pueden conducir a la acumulacién de dafo del ADN y mutaciones que en tltima instancia, pueden dar

lugar a la transformacién maligna y la carcinogénesis. La proteina E7 también conduce a un aumento de la

induccién de p16INK4a (9,10, 11, 12)

La patogénesis del carcinoma de cabeza y cuello no solo estd asociada al VPH sino se enfoca la adquisicién
de seis habilidades fundamentales por parte de las células neoplasicas: autosuficiencia de las senales de
crecimiento, insensibilidad a las sefiales inhibidoras del crecimiento, evasion de la muerte celular programada
(apoptosis), potencial replicativo ilimitado, mantenimiento de la angiogénesis, y capacidad de invadir los
tejidos y producir metdstasis. Estos comportamientos no son independientes uno del otro y son resultado
de un complejo proceso de alteraciones genéticas en multiples etapas desde las lesiones pre-malignas hasta
el carcinoma

El p16(INK4a) es un gen supresor que modula la proliferacién celular. Se localiza en la region 21 del brazo
corto del cromosoma 9 y es un potente inhibidor del complejo ciclina D1/cdk4. Este efecto oncogénico de
pl6(INK4a) depende de la inhibicién de CDK4 / CDKG6 en el cincer células donde se inactiva Rb, cuya
inactivacion por la proteina E7 sensibiliza a las células a la apoptosis dependiente de p53, pero la proteina E6
inhibe las funciones proapoptdticas de p53. E6 se une directamente a un asociado-E6 proteina (E6-AP), una
ubiquitina-ligasa especifica para la degradacién de p53 ( 1+ 2 3 » 4 5 ).

E6 y E7 también pueden inducir dafio al ADN y aumentar la frecuencia de integracion de ADN extrafo
en el genoma del huésped. La proteina E7 se une a Rb, dando lugar a la sobreexpresién de la p16(INK4a)
gen supresor de tumor en células tumorales infectadas por el VPH. Dicha sobreexpresion por si sola no es
suficiente para identificar con precisién la infecciéon por VPH en los carcinomas de células escamosas en
cabeza y cuello (18)

Por lo tanto, los marcadores de proliferacion celular, como el Ki 67 pueden ser ttiles en la valoracion del

tipo y grado de las lesiones pre-malignas orales. Asi, los cambios en la capacidad proliferativa de las lesiones
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pre-malignas orales pueden revelar los cambios pre neopldsicos e indicar su potencial de transformacién
maligna.

METODO

Se identificaron un total de 20 casos de lesiones intra-epiteliales localizadas en la mucosa de cabeza y cuello
con los diagnésticos de papilomatosis, displasia o neoplasia intraepitelial, atendidos en el servicio de cabeza
y cuello en el Instituto de Oncologia “Dr. Miguel Pérez Carreno”, entre enero de 2005 hasta diciembre de
2015. Se utilizaron como criterios de inclusién la disponibilidad de los bloques de parafina y la disponibilidad
de la informacién clinica relacionada con la evolucién de los pacientes.

CONSTRUCCION DE MATRIZ DE TEJIDO (MICROARRAY)

De los bloques de parafina seleccionados, se obtuvieron secciones histolégicas de 4 um de espesor
que posteriormente se tifieron con hematoxilina-eosina. Se revisaron las preparaciones histoldgicas y se
seleccionaron cuidadosamente las zonas con tumor, marcando esas mismas 4reas en el bloque de parafina.

Se prepararon los bloques receptores de un tamafio aproximado de 5 cm x 4 cm. Cada uno de estos bloques
donantes se dividié a la mitad para poseer un duplicado de cada caso. En cada fragmento se seleccionaron dos
zonas diferentes en el bloque de tejido donante. Se estableci6 el orden de estos bloques en una plantilla que
sirvié después para su lectura en el microscopio.

En la realizacion del troquelado de los bloques se utiliz6 una aguja hueca con la cual se extrajo un cilindro
de parafina del bloque receptor dejando el espacio donde se introducen los cilindros obtenidos de los bloques
donantes. Con otra aguja de menor calibre se obtuvo el cilindro con el material de la zona marcada del bloque
donante que se introdujo en el bloque receptor. Los cilindros fueron introducidos de modo que quedaran
al mismo nivel que el bloque de parafina para facilitar el corte de todos ellos. Al culminar el proceso de
troquelado de todos los bloques, se le coloco una capa de parafina al nuevo bloque y se esperd 60 min para
que la parafina se solidificara y la superficie se alisara.

INMUNOHISTOQUIMICA

Se realizaron cortes histoldgicos de 2 pm en un micrétomo y cada uno fue colocado en léminas
portaobjetos tratadas previamente con poly-L-lisina y secadas durante 45 min a 70°C en estufa, para evitar
el desprendimiento de los cortes.

Se realizaron estudios inmunohistoquimicos, mediante la técnica de avidina-biotina peroxidasa (ABC),
después de desparafinacion y tratamiento de los tejidos con soluciones recuperadoras de epitopes utilizando
vaporizador, los cortes histolégicos fueron incubados con el siguiente anticuerpo monoclonal: p16INK4ay el
indice de proliferacién celular Ki67. Se utilizaron controles positivos adecuados para establecer la veracidad
de las reacciones.

ANALISIS DEL RESULTADO DE INMUNOHISTOQUIMICA

La cuantificacion de la proporcion de p16 se realizé mediante la observacién de las [iminas con criterios de
todo o nada, es decir positivo o negativo, cuando se identific6 la coloracién marrén dorada en el nucleo y
el citoplasma de las células. La cuantificacion del Ki 67 se realizé6 mediante la observacién de las liminas y
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conteo porcentual de las células, considerdndose positivas aquellas con un color marrén dorado nuclear a la
técnica. Se expresd en porcentaje.

Los datos obtenidos se sistematizaron en Microsoft Excel® y fueron analizados a partir del procesador
estadistico Statgraphics Plus 5.1. Se relaciond la expresién de p16 y las demds variables en estudio mediante
estadistica descriptiva bivariada a partir del coeficiente de correlacién de Pearson o Spearman. Adoptando
como nivel de significancia estadistica valores de P inferiores a 0,05.

RESULTADOS

De los 20 pacientes identificados en los cuales se dispuso de los bloques de parafina, 62 % fueron del sexo
femenino y el 38 % del sexo masculino, con un rango de edad que oscilé entre los 17 a los 73 anos, un
promedio de 54,2 con una desviacién standard de 16,1 (Cuadro 1). Clinicamente todos los pacientes fueron
diagnosticados en el mismo afo de inicio de la clinica y el sitio mas comun fue la lengua (Figura 1).

# Sexo Edad TUhicacion Histologia
1 Masculino 75 Lengua Papilomarosis
2 Masculino 50 Paladar blande Hiperplasia
3 Masculino 47 Lengua Hiperplasia
4 Femenino 69 Lengua Papilomatosis
5 Femenino 69 Lengua Papilomatosis
5 Femenino 46 Lengua Hiperplasia
7 Femenino 63 Lengua Hiperplasia
8 Femenino 35 Laringe Nodulo laringeo
9 Masculino 46 Paadar blando Papilomatosis
10 Femenino 63 Paladar blando Papilomatosis
11 Femenino 38 Cuerdavocal Hiperplasia
12 Masculino 32 Labio inferior Hiperplasia
13 Femenino 36 Lengua Papilomatosis
14 Masculino 72 Laringe Displasia
15 Femenino 36 Lengua Hiperplasia
16 Femenino 25 Laringe Papilomatosis
17 Femenino 50 Lengua Papilomatosis
18 Masculino 60 Laringe Papilomatosis
19 Femenino 73 Cuerdavocal Displasia
20 Masculino 59 Lengua Papilomatosis
CUADRO 1.

Caracteristicas de los pacientes
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LOCALIZACION DE LAS LESIONES
INTRAEPITELIALES DE CABEZA Y CUELLOD
IOoOMPC 2005-2015

Tl T

FIGURA 1
Localizacién de las lesiones

El diagnostico histolégico més frecuente fue de papilomatosis, seguido por hiperplasia escamosa.

Dentro de los factores de riesgo encontrados, el habito tabdquico acentuado entre 4 cigarrillos y 2 cajas
diarias estuvo presente en 60 % de los pacientes, 7 del sexo femenino y 5 del sexo masculino.

El cuadro clinico estuvo caracterizado por lesiéon dolorosa, con aumento de volumen de la misma y
sintomatologia de disfagia y disfonia. El diagndstico se realizé principalmente por examen fisico, exploracion
de cavidad orofaringea, realizacién de laringoscopia indirecta en la consulta y corroborado por toma de
biopsia de las lesiones sospechosas; la mayoria biopsias excisionales y por nasofibrolaringoscopia.

# Sexo Edad Ubicacion Histologla Evolucion
Masculing ] Lengua Fapilomatosis Ca epidermocide

2 [Masculing 46 Paladar plando Papilomatosis Ca adenoideo

quistico

3 Femening 50 Lengua Papilomatosis Ca epidermoide

4 Femening 86 Lengua Fapilomatosis Ca epidermoide

L} Femening Fit Cuerda vocal Displasia Ca epidermuoide

CUADRO 2

Evolucidn clinica

Durante su evolucién clinica, el 13 % (4) de los pacientes de los 20 pacientes estudiados, progresaron
a carcinoma epidermoide infiltrante y un paciente present6 un adenocarcinoma adenoideo quistico, este
tenfa el diagnéstico de una lesién papilar benigna de paladar blando. De los 4 pacientes con carcinoma
epidermoide, 3 eran del sexo femenino y uno masculino, con edades que oscilaban entre 50 y 75 afios. El
diagnéstico de carcinoma epidermoide fue realizado entre 1 mes posterior al diagnéstico de papilomatosis
hasta 5 afos.

Latinica paciente con el diagnéstico de displasialeve de cuerda vocal, erade 73 anos, presento un carcinoma
epidermoide de laringe estadio I, 4 anos mds tarde.

Al realizar la técnica de inmunohistoquimica, se desprendieron un total de 5 cortes de las ldminas, con
los siguientes resultados. Un total de 13 casos fueron negativos para el pl6 y 2 casos expresaron pl6 en
células basales, focal con una intensidad moderada, todos con el diagnostico histolégico de papilomatosis.
Asimismo, de los 15 casos a quienes se les realizé el Ki 67, 2 expresaron el anticuerpo en las capas basales, con
una intensidad moderada, en un 15 % de las células evaluadas. De estos pacientes uno tenia el diagndstico de
papilomatosis y otro el diagndstico de una displasia leve.

Los dos pacientes con el diagndstico histolégico de papilomatosis eran del sexo femenino y no hay evidencia
de desarrollo de carcinoma epidermoide, en nuestra institucién. Sin embargo, delos 2 pacientes con expresion
de Ki 67, ambos desarrollaron carcinoma epidermoide, uno de ellos con un diagnéstico de displasia leve de
cuerda vocal.
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DISCUSION

El CECC es aquel tumor epitelial maligno, que afecta el epitelio mucoso desde la cavidad oral, desde
la superficie mucosa de los labios, faringe, orofaringe, nasofaringe, hipofaringe y laringe. A pesar de
localizaciones anatémicas diferentes, comparten una serie de factores de riesgo comunes. Tradicionalmente
se ha asociado al habito tabaquico y consumo de alcohol. Sin embargo, en los tltimos anos, se ha detectado
la presencia de pacientes con evidencia de infeccién por VPH, capaces de desarrollar un carcinoma
epidermoide. Desde el punto de vista epidemioldgico, se trata de pacientes mds jovenes que en el CECC
relacionado con el habito tabdquico. Pricticamente se trata de dos enfermedades, aquellos con tumores no
relacionados al VPH ylos relacionados al VPH, estos tiltimos con un riesgo menor de mortalidad (3,4,56)

Las lesiones pre-invasoras o pre-malignas del CECC, son una serie de cambios patolégicos intraepiteliales
que cursan con trastornos de la maduracién del epitelio, en ocasiones, muy parecidos a cambios reactivos
como hiperplasia de células basales o cambios histolégicos asociados a la infeccién por el VPH. Estas lesiones
son conocidas como displasia o neoplasias intraepitelial laringea (NIL), haciendo una analogfa alo que ocurre
en el cuello uterino.

En nuestra investigacién, identificamos un total de 20 pacientes, la mayorfa de ellos con cambios
histoldgicos de VPH (papilomatosis) y un paciente con una displasia de cuerda vocal. A diferencia de lo
descrito en la literatura mundial, nuestros pacientes demostraron un predomino importante en el sexo
femenino y con una edad significativamente mayor a lo que se describe en lesiones por VPH (19,20 .21, 22)

El p16 es una oncoproteina supresora de CDK4,6 que en numerosos estudios es interpretado como un
equivalente a la infeccidén por el VPH. Sin embargo, en nuestra investigacion, solo se demostré p16 en 2
pacientes, uno con una papilomatosis y otro con una displasia leve de cuerda vocal.

De manera semejante, solo 2 casos se identificaron expresion del indice de proliferacion celular Ki 67.
Ambos fueron de sexo femenino, uno desarrollo un carcinoma epidermoide de lengua y otra desarrollo un
carcinoma epidermoide de laringe 5 afios después.

Llama la atencién el bajo indice de expresion de p16. Entre los factores que podemos postular estin
defectos pre analiticos como fallas en la fijacién o sobreexposicion al fijador, sabemos que en la mayoria
de nuestras instituciones publicas o privadas no se emplea formol tamponado, otros problemas fallas en el
almacenamiento de los bloques, con inadecuada preservacion del material antigénico, defectos en la titulaciéon
del anticuerpo empleado, especialmente si se trata de casos con baja expresién de antigenos. Sin embargo,
es importante el empleo de una prueba gold standar, como métodos moleculares para el diagndstico de la
infeccién por el VPH y ademds identificar si se trata de una serotipo de alto riesgo, riesgo intermedio o alto
riesgo< 23, 24 )

La expresién de Ki 67 en un caso de displasia leve en la capa basal de la mucosa, permite confirmar el
diagndstico histoldgico.

Adicionalmente, es importante recalcar que el 20 % de los pacientes con lesiones intraepiteliales o pre-
invasoras desarrollaron carcinoma epidermoide infiltrante. Podemos concluir:

Las lesiones intraepiteliales mds frecuentes en la mucosa de la cabeza y el cuello son las papilomatosis.
En nuestras medias estas lesiones intraepiteliales son mds frecuentes en mujeres que en hombres. EI 20 %
de estos pacientes desarrollaron un CECC, con predominio del sexo femenino. E1 75 % de los pacientes
que desarrollaron un CECC, referfan hébito tabaquico intenso. El 13 % de los pacientes expresaron p16.
El 13 % de los pacientes expresaron Ki67. Basado en estos resultados, a pesar de lo pequefa de la muestra,
permite inferir que probablemente el VPH no sea un agente causal de CECC como en Europa o en EE.UU.
Recomendamos en este caso hacer diagndstico de infeccion por VPH, mediante técnica de PCR, Western
blot o captura hibrida, para poder establecer el valor diagndstico del p16 en las lesiones intraepiteliales
mucosas de cabeza y cuello.
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El CECC es aquel tumor epitelial maligno, que afecta el epitelio mucoso desde la cavidad oral, desde
la superficie mucosa de los labios, faringe, orofaringe, nasofaringe, hipofaringe y laringe. A pesar de
localizaciones anatémicas diferentes, comparten una serie de factores de riesgo comunes. Tradicionalmente
se ha asociado al habito tabaquico y consumo de alcohol. Sin embargo, en los tltimos anos, se ha detectado
la presencia de pacientes con evidencia de infeccién por VPH, capaces de desarrollar un carcinoma
epidermoide. Desde el punto de vista epidemioldgico, se trata de pacientes mds jovenes que en el CECC
relacionado con el habito tabdquico. Pricticamente se trata de dos enfermedades, aquellos con tumores no
relacionados al VPH ylos relacionados al VPH, estos ultimos con un riesgo menor de mortalidad(3->4>5-6¢),

Las lesiones pre-invasoras o pre-malignas del CECC, son una serie de cambios patolégicos intraepiteliales
que cursan con trastornos de la maduracién del epitelio, en ocasiones, muy parecidos a cambios reactivos
como hiperplasia de células basales o cambios histolégicos asociados a la infeccién por el VPH. Estas lesiones
son conocidas como displasia o neoplasias intraepitelial laringea (NIL), haciendo una analogfa alo que ocurre
en el cuello uterino.

En nuestra investigacién, identificamos un total de 20 pacientes, la mayoria de ellos con cambios
histoldgicos de VPH (papilomatosis) y un paciente con una displasia de cuerda vocal. A diferencia de lo
descrito en la literatura mundial, nuestros pacientes demostraron un predomino importante en el sexo
femenino y con una edad significativamente mayor a lo que se describe en lesiones por VPH ( 12 20 21),

El p16 es una oncoproteina supresora de CDK4,6 que en numerosos estudios es interpretado como un
equivalente a la infeccidén por el VPH. Sin embargo, en nuestra investigacion, solo se demostrd p16 en 2
pacientes, uno con una papilomatosis y otro con una displasia leve de cuerda vocal.

De manera semejante, solo 2 casos se identificaron expresion del indice de proliferacién celular Ki 67.
Ambos fueron de sexo femenino, uno desarrollo un carcinoma epidermoide de lengua y otra desarrollo un
carcinoma epidermoide de laringe 5 afios después.

Llama la atencién el bajo indice de expresién de p16. Entre los factores que podemos postular estdn
defectos pre analiticos como fallas en la fijacidn o sobreexposicién al fijador, sabemos que en la mayoria
de nuestras instituciones publicas o privadas no se emplea formol tamponado, otros problemas fallas en el
almacenamiento de los bloques, con inadecuada preservacion del material antigénico, defectos en la titulaciéon
del anticuerpo empleado, especialmente si se trata de casos con baja expresion de antigenos. Sin embargo,
es importante el empleo de una prueba gold standar, como métodos moleculares para el diagndstico de la
infeccién por el VPH y ademds identificar si se trata de una serotipo de alto riesgo, riesgo intermedio o alto
riesgo( 23,24 )

La expresién de Ki 67 en un caso de displasia leve en la capa basal de la mucosa, permite confirmar el
diagnéstico histolégico.

Adicionalmente, es importante recalcar que el 20 % de los pacientes con lesiones intraepiteliales o pre-
invasoras desarrollaron carcinoma epidermoide infiltrante. Podemos concluir:

Adicionalmente, es importante recalcar que el 20 % de los pacientes con lesiones intraepiteliales o pre-
invasoras desarrollaron carcinoma epidermoide infiltrante. Podemos concluir:

Las lesiones intraepiteliales mds frecuentes en la mucosa de la cabeza y el cuello son las papilomatosis.
En nuestras medias estas lesiones intraepiteliales son mds frecuentes en mujeres que en hombres. EI 20 %
de estos pacientes desarrollaron un CECC, con predominio del sexo femenino. E1 75 % de los pacientes
que desarrollaron un CECC, referfan hébito tabiquico intenso. El 13 % de los pacientes expresaron pl6.
El 13 % de los pacientes expresaron Ki67. Basado en estos resultados, a pesar de lo pequena de la muestra,
permite inferir que probablemente el VPH no sea un agente causal de CECC como en Europa o en EE.UU.
Recomendamos en este caso hacer diagnéstico de infeccion por VPH, mediante téenica de PCR, Western blot
o captura hibrida, para poder establecer el valor diagnéstico del p16 en las lesiones intraepiteliales mucosas
de cabezay cuello.
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