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Resumen

El presente estudio pretende evaluar la correlacién diagnéstica
citolégica-colposcépica-histolégica y comparar la expresion de
p16 mediante inmunohistoquimica (IHQ) en muestras de cito-
logias convencionales y biopsias de lesiones recientes, obteni-
das en el examen colposcépico de pacientes con diagnéstico
por citologia de lesiones escamosas intraepiteliales (LEI), para
evaluar su uso como una herramienta de apoyo diagnostico.

Se incluyeron 49 pacientes de entre 20 y 60 afios de edad, que
acudieron a la consulta para revision colposcépica y toma de
biopsia con reporte previo citolégico de LEI. Se realizé IHQ
tanto en las muestras citolégicas como en las biopsias para
determinar la sobreexpresion de la proteina p16.

De las 49 muestras de citologias cervicovaginales e histol6-
gicas de cérvix se reportaron 32 casos con diagnostico de LEI
de bajo grado (LEIBG) (65.3%), 16 casos con diagndstico de
LEI de alto grado (LEIAG) (32.7%) y un caso con diagnostico
de carcinoma escamoso invasor (CEl) (2 %). Hubo correlacion
diagnéstica citolégica-histolégica-colposcépica en 43 casos
(87.75%, p < 0.001) y no la hubo en 6 casos (12.25%); se encon-
tré una sobreexpresion positiva de p16 en 5 casos (15.6%) y en
las muestras de los casos con reporte diagnéstico de LEIAG y
de CEl una sobreexpresion positiva en el 100% de los casos.

La correlacién citologia-colposcopia-histologia es util y comple-
mentaria para una mayor certeza diagnéstica, siendo una fuerte
correlacion la encontrada en el presente estudio. Las pruebas de
IHQ para evaluar la sobreexpresién de P16 son de gran utilidad
cuando existen diferencias diagnoésticas entre LEIBG y LEIAG,
disminuyendo la variabilidad interobservador; en nuestro estu-
dio encontramos que en citologias convencionales se presenta
una sobreexpresion semejante a la de las biopsias, demostran-
do que en las citologias ordinarias anormales con dificultad
diagnostica la tincién IHQ de p16 es de gran utilidad.

PALABRAS CLAVE: Proteina p16. Lesion escamosa intraepite-
lial. Cancer cervical. Citologia-colposcopia-histologia.
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Abstract

This study aims to evaluate the correct cytologic-colpo-
scope-histologic diagnostic and compares the expression of
p16 by immunohistochemistry in conventional cytology and
biopsies of recent lesions, the samples were obtained from
the colposcope examination of patients with LEl cytology
diagnostic, pretending to evaluate its use as a diagnostic
support tool.

49 patients between 20 -60 years old were include, every
patient came to consultation for colposcope review and bi-
opsy with a previous LEI cytology report, immunohistochem-
ically were realized to cytological samples and biopsies to
determine overexpression of the p16 protein.

32 cases with diagnostic for LEIBG (65.3%) were reported
from de 49 samples of cytology’s cervix-vaginal and cervix
histologist, 16 cases from LEIAG diagnostic (32.7%), and one
case with invasive squamous carcinoma (2%); there was a
diagnostic correlation with histologic-colposcope in 43 cases
(87.75%) p<0.001 and there wasn'’t in 6 cases (12.25%), there
were found a positive overexpression to p16 in 5 cases
(15.6%) also the samples with diagnostic report from LEIAG
and CEl there was a positive overexpression of 100% in all
the cases.

The present study found a strong correlation between a bet-
ter diagnostic assurance and the correlation cytologic-colpo-
scope-histologic analysis. The immunohistochemistry probes
to evaluate overexpression of P16 is useful when there are
diagnostic differences between LEIBG and LEIAG, decreasing
the inter-examination variation. In this study we found that
in conventional cytology there was a similar overexpression
with biopsies, demonstrating that in abnormal routine cytol-
ogy the staining with p16 will be useful.

KEY WORDS: P16 protein. Intraepithelial lesion. Cervical can-
cer. Cytology-colposcopy-histology.
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INTRODUCCION

El cancer cervicouterino (CaCU) representa el 11%
de los cédnceres diagnosticados en mujeres y es la
segunda causa de muerte por cdncer a nivel mun-
dial, asi como también en México, en donde presen-
ta una incidencia de 23.3 casos por 100,000 muje-
res. Es un carcinoma originado en la zona de
transformacion del cérvix, que tiene como principa-
les factores de riesgo el presentar citologia anormal,
neoplasia intraepitelial cervical (NIC), infeccion por
virus del papiloma humano (VPH), tabaquismo e
infeccion por VIH'.

La infeccién por el VPH es el principal factor de riesgo
para el CaCU, asi como para otros tipos de cancer.
Los VPH son virus de ADN de doble cadena (8,000
pares de bases), miden aproximadamente de 52 a 55
nm, no poseen envoltura y pertenecen a la familia
Papovaviridae; de esta gran familia viral se han iden-
tificado mds de 100 subtipos virales catalogados
como virus de bajo riesgo y de alto riesgo, de acuer-
do a su potencial para desarrollar o no lesiones
premalignas y cancer. Los tipos 6 y 11 se consideran
virus de bajo riesgo y son encontrados en condilo-
mas acuminados. Los virus de alto riesgo son los
tipos 16, 18, 30, 31, 33, 35, 45, 51 y 52, principal-
mente>°. En México la prevalencia de infeccién por
VPH es aproximadamente del 37.2% vy los genoti-
pos detectados mediante linear array son los subti-
pos 16 y 18; los genotipos 31, 33, 35, 45, 52 y 58
son los mas prevalentes, ademas de estar relaciona-
dos con el CaCU’.

Las LEIl estdan ocasionadas por el VPH, del cual se
refieren varios subtipos, pero los que se han asociado
a cancer de cérvix son los subtipos 16 y 18. Estas LEI
pueden ser clasificadas LEIBG o LEIAG®3; las LEIAG
abarcan la displasia moderada y la displasia severa,
las cuales se pueden malignizar®. A pesar de que el
diagnéstico histoldgico se encuentra entre los méto-
dos diagnésticos mas utilizados, en ocasiones las LEI
del cuello uterino pueden llegar a presentar una no-
table variabilidad interobservador. Por medio del es-
tudio de IHQ es posible determinar la sobreexpresion
de la proteina p16 en citologias en base liquida, ci-
tologias convencionales y biopsias de cérvix. En car-
cinomas, asi como en las LEIAG, se presenta una
expresion intensa, pero también es de gran relevancia
en pacientes con LEIBG'.
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Para realizar el diagndstico de CaCU o de lesiones
precursoras se cuenta con herramientas accesibles,
ampliamente estudiadas, que permiten elaborar un
diagnéstico integral, oportuno y preciso de las LEI
como la citologia cervicovaginal, el examen colpos-
copico y la biopsia de la lesion. El diagnéstico opor-
tuno y preciso de las LEl es indispensable para el
tratamiento de las pacientes. La morbilidad por CaCU
disminuye gracias al cribado extensivo universal que
detecta las lesiones cervicales tempranas, asi como su
incidencia, hasta en dos terceras partes''. Sin embar-
go, en las lesiones dudosas, lesiones con mucha in-
flamacién o un proceso infeccioso agregado, es dificil
establecer un diagndstico preciso'?. Con pruebas in-
munohistoquimicas como la de la proteina p16/Nk+
(p16) expresada en células humanas, que actda inhi-
biendo las cinasas dependientes de ciclinas, se ha
demostrado que existe una sobreexpresion de p16 en
los carcinomas, asi como en las lesiones premalignas
de alto grado, y por ello ha sido propuesta como un
marcador biolégico que puede identificar las células
con cambios displdsicos, puesto que existe una rela-
cion directamente proporcional entre su sobreexpre-
sion y el grado de LEI'*'¢. Sin embargo, se pueden
presentar diferencias interobservador y no es posible
determinar por estas técnicas, sobre todo en las
LEIBG, la progresion de la enfermedad”. Los estudios
especializados como la hibridacién in situ y otras
técnicas por medio de biologia molecular suelen ser
muy sensibles y especificas para saber si el VPH es
de bajo riesgo o de alto riesgo, incluso se puede co-
nocer el subtipo, pero estas técnicas suelen ser cos-
tosas'®. La técnica de IHQ en las biopsias utilizando
la proteina p16 ha demostrado ser Gtil como marca-
dor pronéstico de las lesiones, expresandose en aque-
llas muestras donde el virus ya fue integrado al geno-
ma celular'.

El presente estudio determina la correlacién de la
citologia y la colposcopia con la biopsia para estable-
cer el diagnostico de LEI y analiza la sobreexpresion
de p16 en las LEIBG vy las LEIAG, tanto en citologias
cervicovaginales convencionales como en biopsias de
Cérvix.

MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron 49 pacientes de entre 20 y 60 afios de
edad, que acudieron a la consulta para revision
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colposcopica y toma de biopsia a la Unidad de Col-
poscopia del Hospital Regional de Puerto Vallarta y a
la Clinica del ISSSTE en Puerto Vallarta de abril a
agosto del 2017 con reporte de citologia de LEIBG
y LEIAG o de CEl, a las cuales se les tomé muestra
frotis de citologia cervical adecuada y muestra his-
tolégica de biopsia obtenida mediante deteccion de
lesion por colposcopia, previo consentimiento infor-
mado firmado.

Citologia cervical

Para la obtencién de la muestra de citologia cervical
se colocd a la paciente en posicién ginecoldgica,
introduciendo posteriormente el espejo vaginal, y tras
observar el cérvix se tomaron las muestras con espa-
tula de Ayre tanto del exocérvix como del canal en-
docervical, realizando extendidos celulares en por-
taobjetos utilizando spray fijador para su conservacion.
Las muestras fueron valoradas por dos patélogos cer-
tificados y evaluadas mediante la clasificacién de Be-
thesda para su interpretacion; se les realizé IHQ para
la deteccion de p16 dentro de los primeros siete dias
posteriores a la toma?°.

Inmunohistoquimica p16
en citologia convencional

Se realiz6 IHQ p16 de la citologia convencional
reciente (en los primeros siete dias posteriores a
la toma) obtenida de las pacientes, previo a la
valoracién colposcépica a dos muestras en frotis
fijadas con alcohol al 95%, a las cuales se les
agregd p16 para la demostracién por IHQ de la
proteina p16 (DAKO®) realizando recuperacion
antigénica con buffer citrato en horno de microon-
das y se utilizé el anticuerpo monoclonal E6H4
para el reconocimiento de la proteina p16, con un
reactivo de visualizacién consistente en un polime-
ro de dextrano conjugado con peroxidasa e inmu-
noglobulinas caprinas anti ratén y diamino benzi-
dina (DAB) como cromégeno (siguiendo las
instrucciones del proveedor) 223,

Procedimiento colposcoépico

Las pacientes con reporte citolégico de LEI fueron
evaluadas mediante colposcopia con sus respectivas
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pruebas de Lugol y acido acético. El tejido anormal
se obtuvo mediante biopsia en sacabocado y se pro-
cedié a fijar en formaldehido al 10% con buffer. La
colposcopia fue realizada por tres ginecobstetras ex-
pertos en este rubro.

Se colocé a la paciente en posicién ginecoldgica,
introduciendo el espejo vaginal, y tras observar el
cérvix bajo vision colposcépica binocular (con el col-
poscopio Omni 9 Carl Zeiss) se aplicé solucion fisio-
|6gica para limpiar moco cervical y eliminar detritus,
se magnificé la imagen a 16x para observar lesiones
procediendo a aplicar acido acético al 5% con un
atomizador, limpiando el excedente, esperando tres
minutos. Se observan los diferentes epitelios para
identificar la reaccién celular. Se considera positiva
cuando existe acetorreactividad, la cual consiste en
el cambio de coloracién de rosa a blanco. Posterior
a la aplicacién de acido acético se aplica solucién
Lugol para realizacién de la prueba de Schiller; en los
casos normales se observard el color caoba en toda
la superficie del exocérvix (prueba del yodo positiva);
en cambio, el epitelio que carezca de glucégeno
presentard un color amarillento u ocre (zona yodo
negativa o Schiller positiva). Las zonas anormales
identificadas se valoraron bajo el indice colposcépico
de Reid. Se tom6 la biopsia con pinza Tischler baby,
bajo técnica de sacabocado, colocando la pieza en
solucién del formaldehido al 10%, verificando he-
mostasia, y en caso de ser necesario se aplicé solu-
cién Monsel en vasos sangrantes. Tras la toma se retird
espejo vaginal, concluyendo el procedimiento, y se
registr6 en la base de datos?*2”.

Procesamiento de muestras de biopsia

De cada biopsia se realizaron seis secciones tisulares;
dos para hematoxilina y eosina y cuatro para andlisis
mediante IHQ (secciones de 3-4 micras) para la de-
teccion de la expresién de p16.

Evaluacion histolégica

Las muestras fueron evaluadas y clasificadas como
LEIBG, LEIAG y CEI, con base en la clasificacién de
Richard (neoplasia intraepitelial cervical, NIC): NIC
I, VPH displasia leve y presencia de VPH; NIC I,
displasia moderada y NIC l1lI, displasia severa o
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carcinoma in situ. Cada muestra fue evaluada por dos
patélogos certificados, los cuales no conocian los
datos clinicos de las pacientes?>23.

Inmunohistoquimica p16
en las biopsias de cérvix

Se utilizaron cuatro secciones de cada bloque de
parafina para analisis mediante IHQ con el anticuer-
po monoclonal especifico p16N¥42 para la demostra-
cién por IHQ de la proteina p16 (DAKO®). Se realizé
recuperacion antigénica con buffer citrato en horno
de microondas y se utilizé el anticuerpo monoclo-
nal E6H4 para el reconocimiento de la proteina
p16, con un reactivo de visualizacién consistente
en un polimero de dextrano conjugado con peroxi-
dasa e inmunoglobulinas caprinas anti ratén y DAB
como cromégeno. Siguiendo las instrucciones del
proveedor?8-30,

La reaccién de positividad para la expresion de
p16 en las muestras citolégicas e histolégicas se
valoré de acuerdo al esquema de Klaes, et al., de la
siguiente forma: negativa (menos del 1% de reac-
cion), esporadica (células positivas aisladas, pero
menos del 5% de reaccién), focal (positiva pero en
menos del 25% de las células) y difusa (mas del
25% de las células)3’.

Para que una muestra celular fuera considerada como
positiva para sobreexpresiéon de p16 se consider6 la
tincion continua y difusa en los estratos basal y para-
basal del epitelio escamoso estratificado cervical, hu-
biera o no tefiido en los estratos mas superficiales
(>5%). Cualquier resultado con ausencia de tincién o
la tincién de células aisladas o de pequenos grupos
celulares (<5%), o la tincién exclusiva de los estratos
superficiales se considera negativa?s.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliz6 el software SPSS 17.0 (IBM-SPSS Inc., Chi-
cago, IL, USA). Los resultados se expresaron en pro-
medio, media y desviacion estandar en la estadistica
descriptiva, se aplicé prueba de correlacion bivariada
de Spearman y para determinar las diferencias intra e
intergrupos se utilizaron las pruebas de Wilcoxon y de
U de Mann Whitney; se consideré un p < 0.05 como
estadisticamente significativo.

ISSSTE

RESULTADOS

De las muestras obtenidas de 50 pacientes que acu-
dieron a la consulta para revisién colposcépica y toma
de biopsia a la Unidad de Colposcopia del Hospital
Regional de Puerto Vallarta y a la Clinica del ISSSTE
se incluyeron 49 muestras de pacientes con una me-
dia de edad de 33.9 anos + 9.85 de desviacion estan-
dar. Se descarté una muestra de paciente por no pre-
sentar citologia anormal (LEI).

De las 49 muestras de citologias cervicovaginales se
reportaron 36 con diagndstico de LEIBG (73.5%), 12
con diagnéstico de LEIAG (24.5%) y una con diagnds-
tico de CEl (2%); de los cortes histoldgicos de biopsias
con tincion de hematoxilina y eosina se reportaron
32 casos con diagndstico de LEIBG (65.3%), 16 casos
con diagnéstico de LEIAG (32.7%), y un caso con
diagnéstico de CEl (2%); y en los reportes colposco-
picos, 36 casos con diagnostico de LEIBG (73.5%),
12 casos con diagnostico de LEIAG (24.5%) y un caso
con diagnostico de CEIl (2%) (Tabla 1).

Hubo correlacién diagnéstica citologia-colposco-
pia-histologia en 43 casos (87.75%) (p < 0.001) y no
la hubo en seis casos (12.25%). De los casos en los
que no hubo correlacién diagnéstica, dos casos fue-
ron reportados con diagnéstico citolégico y colpos-
copico como LEIBG y en el histolégico como LEIAG,
NIC 1l con eversion glandular; dos casos fueron re-
portados con diagnéstico citolégico como LEIBG y en
el colposcopico e histolégico como LEIAG y dos casos
fueron reportados con diagndstico colposcépico
como LEIBG vy en el citolégico e histolégico como
LEIAG, NIC Il con eversion glandular (Tabla 2).

Expresion de p16 fue en muestras
citolégicas e histologicas

En los casos con reporte diagnéstico de LEIBG, la
expresion de pl16 fue positiva en cinco casos
(15.6%), de los cuales se encontré positiva difusa
en ambas muestras citolégica e histolégica en un
caso (3.13%) y positiva focal en dos casos (6.26%);
y en dos casos (6.26%) fue positiva focal en la
muestra histolégica y en la citolégica la expresion
fue esporadica.

En las muestras de los casos con reporte diagndstico
de LEIAG, la expresion fue positiva en el 100% de los
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Tabla1. Diagndstico citolégico, histoldgico y colposcépico de los casos

Diagndstico Citologico n (%)
LEIBG (NIC 1) 36 (73.5%)
LEIAG 12 (24.5%)
(NIC 1) 8

(NIC 111) 4

CEl 1 (2%)
Total de casos 49

2017;22:153-61

Colposcopico n (%)

Histolégico n (%)

32 (65.3%) 36 (73.5%)
16 (32.7%) 12 (24.5%)
12

4

1 (2%) 1 (2%)
49 49

CEl: carcinoma escamoso invasor; LEIAG: lesién escamosa intraepitelial de alto grado; LEIBG: lesién escamosa intraepitelial de bajo grado;

NIC: neoplasia intraepitelial cervical.

Tabla 2. Correlacién diagnéstica citologia-colposcopia-histologia

Cito-histo n (%)

Diagnéstico

LEIBG 32
LEIAG 12
CEl 1
Total 45

Cito-colpo n (%)

Histo-colpo n (%) Cito-histo-colpo n (%)

34 32 32 (65.3%)
10 12 10 (20.4%
1 1 1 (2%)
45 45 43 (87.7%)

CEl: carcinoma escamoso invasor; LEIAG: lesién escamosa intraepitelial de alto grado; LEIBG: lesion escamosa intraepitelial de bajo grado;

NIC: neoplasia intraepitelial cervical.

casos en ambas muestras, citolégica e histologica, de
los cuales en 15 (93.8%) fue positiva difusa y en un
caso fue positiva focal; en el caso de CEl, en ambas
muestras, citolégica e histolégica, la expresién fue
positiva difusa, presentandose en el 100% de las
células.

Se encontré correlacion positiva entre el porcentaje
de expresion de p16 en citologias y biopsias con un
coeficiente de correlacion de 0.919 (p < 0.00000001)
y del porcentaje de expresién de p16 con el grado de
lesion, para citologias con un coeficiente de correla-
cién de 0.792 y para biopsias con un coeficiente de
correlacion de 0.861 (p < 0.000001); no se encontrd
diferencia estadistica significativa entre las medias de
porcentaje de expresion de p16 entre citologias 21.7
+ 31.5 vs. muestras histolégicas de biopsia 23.9 +
34.1 (p = 0.382).

DISCUSION

La correlacién citologia-colposcopia-histologia per-
mite evaluar la calidad de la interpretacién utilizando
como estandar de oro la biopsia, es importante

conocer esta correlacion diagnéstica de las lesiones
cervicales para asegurar el diagndstico certero y futu-
ro tratamiento de las pacientes. En el presente estudio
se encontré una correlacién diagndstica citologi-
ca-histolégica-colposcopica del 87.75%, siendo se-
mejante o mayor que la media reportada en otros
estudios'?18:32:33,

La proteina p16 codificada por el gen supresor CDK-
N2A (MTS1, INK4A) situado en el cromosoma 9p21
de las células humanas actda inhibiendo las cinasas
dependientes de ciclinas y es considerado un biomar-
cador util en el diagnéstico de lesiones premalignas
y CaCU, puesto que ha mostrado sobreexpresion en
los carcinomas, asi como en las lesiones premalignas
de alto grado. Esta sobreexpresion puede ser detecta-
ble por tincién de IHQ y ha sido propuesta como un
marcador biolégico que puede permitir identificar las
células con cambios displésicos; se ha encontrado
ademads una relacién directamente proporcional entre
la sobreexpresion y el grado de lesion intraepitelial
cervical’3-1®. Las lesiones de alto grado y los carcino-
mas presentan una intensidad marcada y ocupan todo
el espesor del epitelio cervical'®?234, En el presente
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Figura 1. Expresion de p16 por IHQ en cortes histolégicos. A: LEIBG con inmunorreactividad focal, nuclear y citoplasmatica en el
tercio superficial del epitelio. C: LEIBG con inmunorreactividad difusa, nuclear y citoplasmatica aleatoria con predominio en las capas
intermedia y superficial. E: LEIAG con inmunorreactividad difusa, nuclear y citoplasmatica en todo el espesor del epitelio. G) LEIAG
(NIC Ill/carcinoma in situ) con inmunorreactividad en todas las células, nuclear y citoplasmatica. Expresién de p16 por IHQ en citologia
cervicovaginal. B: LEIBG con células que presentan atipias nucleares e inmunorreactividad focal. D: LEIBG con inmunorreactividad
citoplasmatica y nuclear en algunas células. F: LEIAG que muestra células con atipia con inmunorreactividad citoplasmatica y nuclear.
H: LEIAG con atipia que presentan inmunorreactividad citoplasmatica y nuclear. IHQ: inmunohistoquimica; LEIAG: lesion escamosa
intraepitelial de alto grado; LEIBG: lesién escamosa intraepitelial de bajo grado.
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estudio se encontré una expresion positiva de p16/Nk4a
en el 100% de los casos de pacientes con diagnéstico
de LEIAG y de CEl en ambas muestras, citolégica e
histolégica. En los seis casos en los que no hubo
correlacién diagndstica citolégica-histolégica-col-
poscépica reportados como LEIBG, dos en el diag-
nostico citolégico, dos en la colposcopia y dos en
ambos informes diagnésticos, se presenté una tin-
cion positiva difusa en el 100% de los casos, lo que
refuerza la utilidad diagndstica de la IHQ con
p16Nk4a e inclusive desde la citologia cervical con-
vencional la utilidad como herramienta de apoyo de
este biomarcador, disminuyendo las discrepancias
entre los diagndsticos'®35-39.

Un hallazgo destacado se presentd en los casos en
los que no hubo correlacién entre la citologia, la
colposcopia y la biopsia, teniendo como diagnésticos
tanto en la citologia como en la colposcopia LEIBG
y reportandose en las biopsias de estos casos LEIAG,
presentandose una sobreexpresiéon marcada de p16
tanto en la citologia como en la biopsia, y en la
colposcopia en estos casos se reporta la zona de
lesion como ectopia cervical. A pesar de que en
nuestro estudio se observa una fuerte correlacion
diagnostica entre la citologia y la colposcopia se
hace evidente que en los casos de margen de error
(falsos negativos para LEIAG) estos falsos negativos
subclasificados pueden progresar a carcinoma, no
fueron detectados por estas técnicas diagnodsticas y
fue por medio de la biopsia que se detecté la lesién.
corroborandose con la sobrexpresién de p16 tanto en
las biopsias como en las citologias convencionales,
lo que evidencia la gran utilidad diagndstica de la
tincion IHQ de p16 en citologias convencionales en
el escrutinio de CaCU.

CONCLUSIONES

El estudio meticuloso colposcépico y morfolégico de
las muestras es indispensable para la interpretacion
adecuada en las lesiones de cérvix y el estudio de la
correlacién citologia-colposcopia-histologia es dtil y
complementario para una mayor certeza diagnéstica.
Las pruebas de IHQ para evaluar la sobreexpresion
de p16 son de gran utilidad cuando existen diferen-
cias diagnosticas entre LEIBG y LEIAG, disminuyendo
la variabilidad interobservador, realizandose inclusive
en citologias convencionales, ya que presentan una
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sobreexpresién semejante a la de las biopsias, demos-
trando que en las citologias ordinarias anormales con
dificultad diagnéstica la tincién IHQ de p16 es de
gran utilidad.
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