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Utilidad de la deteccién inmunocitoquimica de p16, en el
diagnostico diferencial de lesiones reactivas y neoplasicas

en muestras de citologia cervical.

Rula Izzeddin', Maria F. Ladera', Maria J. Hurtado', Aldo Reigosa'?, Marianela Zavala?,
Cely Mora?, Eddy V. Mora?*, Carlos Gadea*, Mai-Lyng Hung?, Carmelina Tino*, Gustavo Bracho*.

RESUMEN

Recientemente, ha sido identificado p16™<“¢ como un biomarcador
para lesiones neoplasicas cervicales inducidas por VPH y se ha su-
gerido como ayuda diagndstica para dichas lesiones. Este estudio
se ha realizado con la finalidad de determinar la utilidad de la de-
teccién inmunocitoquimica de p16 en el diagndstico preciso y dife-
rencial entre lesiones reactivas y neoplasicas, a partir de una serie
de 40 muestras de citologia cervical, incluyendo 21 casos negativos
para malignidad, 3 con ASCUS, 13 con LEI-BG y 3 con LEI-AG. Se
observé sobreexpresion de p16 en sélo 20% de los casos, sin una
correlacion significativa con el resultado citolégico. Sin embargo, tras
hacer la relacién de dichos resultados con el diagndstico histolégico
respectivo, se comprobaron 2 casos negativos para malignidad, 32
LEI-BG (VPH y/o NIC-1) y 6 LEI-AG (NIC-II y/o NIC-IIl). Se eviden-
cié que la mayor positividad de p16 (67%) correspondio a los casos
con LEI-AG, mientras que sélo 13% de los casos con LEI-BG fueron
positivos a la inmunotincién para p16. Esto sugiere que en casos du-
dosos, el p16 puede ser usado para la confirmacion del diagnéstico
y ademas, puede ayudar a predecir la minoria de casos con LEI-BG
que presentan mayor riesgo a progresar a LEI-AG y eventualmente
a carcinoma invasor.
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ABSTRACT

Use of the immunocytochemical detection of p16 in the
differential diagnosis of reactive and neoplastic lesions
from cervical smear samples.

Recently, p'®™k4 has been identified as a biomarker for neoplastic
cervical lesions caused by HPV, and its presence has been proposed
as a diagnostic tool for such lesions. Thus, the purpose of this
study was to determine the use of the immunocytochemical
detection of p16 in the specific and differential diagnosis of reactive
and neoplastic lesions. A series of 40 cervical smear samples were
used, including 21 cases negative for malignancy, 3 with ASCUS, 13
with low-grade squamous intraepithelial lesions (LSIL), and 3 with
high-grade squamous intraepithelial lesions (HSIL). Only 20% of the
cases showed overexpression of p16, with no significant correlation
with the cytological result. However, after matching cytological results
with their respective histological diagnosis, 2 cases were found to
be negative for malignancy, 32 LSIL (HPV and/or CIN-1), and 6
HSIL (CIN-2 and/or CIN-3). It was observed that the highest positive
rate of p16 (67%) was in the cases with HSIL, while only 13% of
the cases with LSIL were positive for pl6 immunostaining. This
suggests that p16 can be used to confirm the diagnosis in doubtful
cases, and also help predicting the few cases with LSIL that have
a higher risk of becoming HSIL and eventually invasive carcinoma.

Key words: p'®™K4 HPV, immunocytochemistry, ASCUS, LSIL,
HSIL, CIN

INTRODUCCION

El cancer cervical es uno de los tipos que mas comunmen-
te afecta a las mujeres alrededor del mundo, con cerca de
510.000 nuevos casos y 288.000 muertes cada afio, sien-
do el segundo después del cancer de mama en incidencia y
mortalidad (1). La incidencia mas alta en las estadisticas de
cancer de cuello uterino se encuentra en Latinoamérica y el
Caribe, hallandose que en Venezuela 38,3 de cada 100.000
mujeres son afectadas por la enfermedad cada afio (2).

Hasta la fecha, los esfuerzos para la prevencion del cancer
cervical se han enfocado en la pesquisa de mujeres sexual-
mente activas por citologia cervical con la tincién de Papa-
nicolaou (Pap). Aunque, el Pap ha reducido eficientemente
la morbilidad y mortalidad del cancer cervical en los paises
desarrollados, éste ocurre todavia con alta frecuencia en las
mujeres de los paises en vias de desarrollo, debido en parte,
a que la evaluacion del Pap se basa en técnicas diagnosticas
subjetivas, lo cual implica errores humanos (3).
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Esta situacién es particularmente relevante en el diagndstico
de células escamosas atipicas de significado indeterminado
(ASCUS) y lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado
(LEI-BG), donde se ha reportado gran discrepancia interob-
servador. Estas limitaciones han creado una fuerte demanda
de marcadores especificos y sensibles que objetivamente re-
suelvan los dilemas diagnosticos (4).

Esta deficiencia podria ser compensada en un futuro, gracias
al descubrimiento de una proteina que regula la progresion
del ciclo celular denominada p16™%4, un producto del gen su-
presor de tumores CDKN2A que se encarga de actuar como
un inhibidor de las cinasas dependientes de ciclinas 4 y 6
(cdk). Estas ultimas, a su vez, inhiben por fosforilacion la pro-
teina del retinoblastoma (pRb), la cual en estado hipofosfo-
rilado, inhibe el ciclo celular al mantener unidos e inactivos
los factores de control de la division celular, impidiendo de
esta forma que el ciclo celular progrese desde la fase G1 a
la fase S (5).

Recientes estudios han demostrado la sobreexpresion del
p16™K4 asociada a ciertas cepas de virus papiloma humano
de alto riesgo (VPH-AR), identificados como el mayor agente
causal de las neoplasias cervicales; se estima que el volu-
men de mujeres infectadas por el VPH alrededor del mundo
es de cerca de 300 millones, siendo considerada la infecciéon
de transmision sexual mas frecuente (6).

En la citologia se ha adoptado la terminologia propuesta por
el sistema Bethesda, actualizado en el 2001, segun el cual
las alteraciones del epitelio escamoso se denominan lesio-
nes escamosas intraepiteliales (LEI), las cuales se subdivi-
den a su vez en lesiones de bajo grado (LEI-BG) y alto grado
(LEI-AG) segun su riesgo de progresion a carcinoma inva-
sivo. Ademas, se reconoce una serie de atipias de células
escamosas de significado indeterminado (ASCUS) (7).

Por su parte, en el examen histoldgico, considerado el méto-
do diagnéstico clave de las lesiones preinvasivas de cuello
uterino, las lesiones cervicales se clasifican segun los crite-
rios de Richart en neoplasias cervicales intraepiteliales (NIC)
de grado 1, la expresion morfoldgica de la infeccidn transito-
ria por el VPH, y las NIC de grado 2 y 3, que se consideran
auténticas neoplasias, en fase preinvasora (8).

Cabe destacar que, a pesar de la asociacion existente en-
tre la infeccion por el VPH y el desarrollo de cancer cervical,
el uso de pruebas para detectar la presencia del ADN del
VPH no distingue entre infecciones persistentes y transitorias
con el virus. Esto debido a que la infeccion por VPH evolu-
ciona de forma natural hacia la curacién espontanea en la
gran mayoria de los casos (mas del 90%) sin efectos clinicos
deletéreos, particularmente en mujeres jovenes (6). De este
modo, no hay criterios para predecir en cada caso la ulterior
persistencia o evolucion de los mismos. De alli, que el uso del
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marcador p16 se ha sugerido para complementar las pruebas
de detecciéon de VPH y como una herramienta adjunta en el
diagnostico de LEI, permitiendo discriminar los grupos con
potencial de progresion neoplasica (6,9).

Estos descubrimientos han despertado un gran interés cien-
tifico alrededor del mundo, evidenciado por numerosos es-
tudios, tal como el realizado en Alemania en el afno 2004,
por Trunk y col. (10), para lo cual usaron 90 muestras de
citologias en base liquida. Se utilizé igualmente la técnica in-
munocitoquimica para p16, resultando que en el 10% de los
extendidos de pacientes con citologias dudosas, pocas célu-
las p16-positivas fueron encontradas, mientras que el 95%
de las LEI-AG fueron positivas a la expresion de p16. Conclu-
yendo asi, que la inmunotincién para p16 puede ayudar en la
interpretacion de las muestras citolégicas de cuello uterino y
facilitar un diagnéstico mas preciso.

Igualmente en el afio 2004, Sahebali y col. (11) en Bélgica,
analizaron los resultados inmunocitoquimicos obtenidos a
partir de 291 muestras de citologias cervicales en base li-
quida, donde los resultados inmunopositivos fueron signifi-
cativamente mas altos para las LEI-BG en comparacion a
las muestras negativas y mas importante aun, los resultados
inmunopositivos fueron significativamente mas altos para las
LEI-AG en comparacion a los otros grupos citolégicos tales
como ASCUS y LEI-BG

Por otro lado, en China en el afio 2005, Nieh y col. (12) deter-
minaron la expresién del p16™%4a por inmunocitoquimica en
66 muestras citolégicas de cuello uterino con ASCUS, de las
cuales 40 (60,6%) resultaron positivas y las otras 26 (39,4%)
fueron negativas para p16 y exhibieron predominantemen-
te cambios reactivos. Los resultados indicaron una estrecha
asociacion entre la expresion de p16 en muestras citoldgicas
categorizadas como ASCUS, con la presencia de lesiones
escamosas intraepiteliales y de cepas de VPH-AR. Ala inver-
sa, se demostrd una clara asociacion entre la no expresion
del p16 y la ausencia de lesiones cervicales.

En ese mismo afio, fue realizado un estudio similar en
Estados Unidos, por Bose y col. (13) quienes investi-
garon el p16 como un biomarcador sustituto para un
subgrupo de neoplasias cervicales asociadas al VPH,
utilizando para el mismo 107 muestras citolégicas, con-
cluyendo que el mayor indice de positividad (80%) y
los niveles mas altos de expresion fueron observados
en LEI-AG, mientras que en los casos de ASCUS y de
LEI-BG la positividad del p16 fue observada en el 21%
de las muestras, por lo que el p16 podria actuar como
un marcador predictor en la progresion de LEI-BG a
LEI-AG.

Mas recientemente, Benevolo y col. (14), en el afio 2006 en
Italia, evaluaron la expresion del p16 como parametro pre-

. Universidad de Carahoho. Diciembre 2008 Vol. 12 N° 3



Utilidad de la deteccion inmunocitoquimica de p16, en el diagnéstico diferencial de lesiones reactivas y 47

neoplasicas en muestras de citologia cervical.

dictivo para lesiones cervicales de bajo grado en 100 biop-
sias cervicales, concluyendo en primer lugar, que el p16 re-
presenta un biomarcador especifico y sensible para células
cervicales infectadas con VPH-AR que podria jugar un papel
prioritario en la identificacion de estas lesiones; y finalmente
que este método aplicado a citologias puede también ser util
como refuerzo para la prueba de VPH en pacientes con un
Pap anormal en pesquisa, para detectar las lesiones con ma-
yor riesgo a evolucionar a carcinoma invasor.

Los trabajos referidos fueron realizados en citologias de base
liquida, la cual es excepcional en nuestro medio. Por lo tanto,
se plantea la interrogante: ; Puede ser esta prueba efectuada
en citologias convencionales, con resultados confiables en
nuestro medio?

El objetivo de esta investigacion fue determinar la utilidad
de la expresion de p16 como biomarcador inmunocitoqui-
mico, en el diagndstico diferencial entre lesiones reactivas
y neopldsicas, a partir de muestras de citologia cervical
convencionales interpretadas previamente como lesiones
escamosas atipicas no clasificadas y lesiones escamosas
intraepiteliales.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé una investigacion no experimental, descriptiva,
exploratoria y correlacional a partir de 40 muestras de cito-
logias de cuello uterino con los siguientes diagndsticos: 21
negativas para malignidad pero con lesiones sospechosas al
estudio colposcopico, 3 ASCUS, 13 LEI-BG y 3 LEI-AG. Si-
multaneamente, a estas mismas pacientes se les evalué una
muestra de biopsia cervical como diagnédstico confirmativo.
Estas muestras fueron evaluadas por un citotecnélogo (CT)
y varios médicos patélogos (AR, EVM y MZ). Las muestras
fueron clasificadas de acuerdo a las recomendaciones del
Sistema Bethesda 2001.

Previo consentimiento escrito, a cada una de las pacientes
se les tomo6 dos muestras de citologia cervical por el mé-
todo convencional, y biopsia guiada por colposcopia. Una
de las muestras citolégicas fue usada para la aplicacion
de la tincién de Papanicolaou y a la otra se le aplico la téc-
nica de inmunocitoquimica para la deteccion de p16™«
utilizando el CINtec™ p16INK4a Cytology Kit (DakoCyto-
mation®). Al momento de la toma de muestra, éstas se
fijaron con spray fijador, el cual fue removido antes de su
procesamiento introduciendo las muestras en una solu-
cion de etanol al 50% por 10 minutos. Posteriormente,
se enjuagaron con agua destilada y fueron depositadas
en Buffer de lavado durante 30 segundos, seguidamente,
se introdujeron durante 10 minutos en un recipiente lle-
no de Epitope Retrieval Solution (solucién recuperadora
de antigeno) precalentado a 93° en bafio maria. Se retird
del bafio de maria el recipiente conteniendo las muestras

con la finalidad de dejarlo enfriar a temperatura ambiente
durante 20 minutos. Luego, se enjuagdé suavemente las
muestras con Buffer de lavado diluido durante 5 minutos.
Posteriormente, se llevé a cabo el bloqueo de la peroxi-
dasa endodgena, con la colocaciéon de 200 uL de reactivo
bloqueador de la peroxidasa (peroxido de hidrégeno al
3%) sobre la muestra e incubandola durante 5 minutos,
se enjuagod y sumergid el portaobjetos con la muestra en
Buffer de lavado durante 8 minutos. Para llevar a cabo la
reaccion antigeno-anticuerpo, se colocd 200 uL de anti-
cuepo de ratén anti-p16™*4@ humano, y se incubo durante
30 minutos, se enjuagd y sumergié la muestra en Buffer
de lavado durante 5 minutos. Para el revelado de la reac-
cion, se cubrié la muestra con 200 uL de reactivo visuali-
zador (peroxidasa de rabano conjugada con anti-inmuno-
globulina de ratén) incubandola durante 30 minutos, se
enjuago con Buffer de lavado de la manera antes descrita,
con la diferencia de que este paso se repitiéo 3 veces. Se
retiré el exceso de buffer y se colocd 200 pL de la solucién
sustrato-cromégeno (3,3-diaminobencidina con peréxido
de hidrégeno al 0,1%) y se incubd durante 5 minutos. Se
realizé la contratincion sumergiendo los portaobjetos en
un recipiente con hematoxilina de Mayer durante 3 minu-
tos, después de los cuales se lavé suavemente durante 5
minutos en agua corriente. Para terminar, se enjuago los
portaobjetos en agua destilada y se les colocé medio de
montaje no acuoso permanente.

Las muestras fueron consideradas positivas al p16 cuando
se observo claramente al microscopio éptico, la inmunotin-
cion de color marrén, tanto nuclear como citoplasmatica, en
mas de 10 células anormales (figuras 1-3).
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Figura 1. Células con cambios coilociticos, presentan marcaje cito-
plasmatico, una de ellas (flecha) con atipia y marcaje nuclear al p16
(400x).
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Figura 2. Célula atipica (NIC-1) con marcaje nuclear y citoplasmati-
co focal al p16 (400x).

&

@

Figura 3. Células atipicas (NIC-3) con marcaje nuclear y citoplas-
matico al p16 (400x).

Los datos registrados fueron organizados para su interpre-
tacion en tablas con distribucion de frecuencias absolutas y
porcentuales. El andlisis estadistico fue realizado con el pro-
grama Statistix version 8.0. Las tablas de frecuencia fueron
analizadas usando la prueba exacta de Fisher para evaluar
la relacion entre las variables categoricas.

RESULTADOS

El total de los casos interpretados como LEI-AG fueron ne-
gativos a la inmunotincion para p16™<4, Una minoria de las
muestras categorizadas como negativas para malignidad re-
sultaron positivas para p16, lo cual implica un resultado con-
troversial. Al aplicar la prueba exacta de Fisher, se evidencid
que no hubo relacion estadisticamente significativa entre la
expresion de p16 y los resultados citolégicos con un nivel de
confianza del 95% (Tabla 1).

racho.

Tabla 1. Evaluacién de la expresion de p16™K4a distribuido segun el
resultado citolégico

p16 NK42 expresion

Resultado . i Total
Citolégico Negativo Positivo
N° % N° % N° %

Negativoa = 10 g57 3 143 21 525
malignidad

ASCUS 2 66,7 1 8.3 8 7,5

LEI-BG 9 69,2 4 30,8 13 32,5

LEI-AG & 100 0 0 & 7,5

Total 32 80 8 20 40 100

Los niveles mas altos de expresion fueron observados en los
casos con lesiones histologicas de alto grado (NIC-II y NIC-
I). Asimismo, se observo que el total de las biopsias negati-
vas para malignidad mostraron una tincion negativa al p16. Al
aplicar la prueba exacta de Fisher, se evidencio una relacion
estadisticamente significativa entre el grado de lesion histolo-
gica y la expresion de p16 (p = 0,0108) (figura 4).
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Figura 4. Evaluacion de la expresién de p16™K4 segln el diagndstico
histologico.

En la mayoria de los casos con ASCUS se observé una in-
munotincion negativa al p16 y tras el analisis de la biopsia se
confirmé lesion de bajo grado (NIC-I). Por su parte, uno de
los casos resulté ser inmunopositivo para p16 y tras la eva-
luacion de la biopsia correspondiente se evidencié una lesién
de alto grado (NIC-Ill). En una pequefia proporcion de los
casos con resultado citoldgico de LEI-BG se observé inmuno-
tincion positiva para p16, de éstos, tres fueron reclasificados
como NIC-I y uno como NIC-Il. Por su parte, mas de la mitad
de los casos negativos a la inmunotincion para p16 resultaron
ser lesiones compatibles con infeccion por VPH, tras la eva-
luacién histolégica (Tabla 2).
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Tabla 2. Reclasificacion de los casos con resultado citolégico previo de ASCUS y LEI-BG, relacionando la expresion de p16 con el

diagnostico histolégico respectivo.

Diagnéstico histolégico

Total
Resultado . ci6n de p16 VPH NIC-| NIC-II NIC-II
citolégico
N° % N° % N° % N° % N° %
Negativo 0 0 2 66,7 0 0 0 2 12,5
ASCUS
Positivo 0 0 0 0 0 1 8.8 1 6,2
Negativo 7 53,8 2 15,4 0 0 0 9 56,3
LEI-BG
Positivo 0 0 8 23,1 1 7,7 0 0 4 25
Total 7 43,8 7 43,8 1 6,2 1 6,2 16 100
Tabla 3. Relacion entre los resultados citolégicos y los diagnosticos histoldgicos respectivos
Resultado biopsia
Resultados de LEI-BG LEI-AG
o Normal VPH NIC-I NIC-lI NIC-ll Total
citologias N° % N° % N° % N° % N° % N° %
Neg. malignidad 2 9,5 12 571 5 23,8 1 4.8 1 4,8 21 52,5
ASCUS 0 0 0 0 2 66,7 0 0 1 33,3 3 7,5
LEI-BG 0 0 7 53,8 5 38,5 1 7,7 0 0 13 325
LEI-AG 0 0 1 33,3 1 33,3 0 0 1 33,3 3 7,5
Total 2 5 20 50 13 32,5 2 5 3 7,5 40 100

Se aprecia que en mas de la mitad de los casos con resul-
tados negativos para malignidad en citologia. Al analizar las
biopsias respectivas se observaron lesiones compatibles con
VPH, mientras que una pequefia proporcién resultaron ser
NIC-Il y NIC-Ill. Ademas, una alta proporcion de los casos in-
terpretados como LEI-BG por citologia, presentaron lesiones
compatibles con VPH al analizar la biopsia. Por su parte, los
casos clasificados como lesiones de alto grado por citologia,
en 66,7% (2/3) resultaron tener lesiones de bajo grado (VPH
y NIC-I), mientras que uno de los casos coincidio con NIC-III,
tras la evaluacion histolégica.

DISCUSION

En base a ambos datos, morfolégicos e inmunocitoquimi-
cos, pudo ser establecida una asociacion entre la inmu-
notincion positiva y negativa de p16 en células atipicas y
la presencia o ausencia de lesiones significativas, eviden-
ciadas por el seguimiento de las biopsias respectivas de
cada paciente.

En este estudio, se demostr6 que 85,7% (18/21) de los casos
con resultados citoldgicos negativos para malignidad fueron
negativos a la inmunotinciéon de p16, mientras que, 14,3%
(3/21) de los mismos casos resultaron ser p16 inmunopositi-

vos. De estos ultimos, tras el estudio histoldgico respectivo,
dos resultaron ser lesiones de alto grado (NIC-1l'y NIC-Ill) y la
otra una lesion de bajo grado (NIC-I). Estos resultados corro-
boran la utilidad del p16 como marcador para la deteccion de
lesiones significativas en casos dudosos y como marcador de
riesgo potencial para el progreso de las lesiones.

Dichos resultados, concuerdan con lo publicado por Bose y
col. (13), quienes reportaron que un 87% de los casos nega-
tivos para malignidad resultaron ser negativos para la expre-
sion de p16. Igualmente, con el trabajo de Nieh y col. (12)
en el cual se evidencié una clara asociacion entre la falta
de expresion de p16 y la ausencia de lesiones cervicales, lo
cual indica un elevado valor predictivo negativo de p16 como
marcador de lesiones neoplasicas.

Con respecto a los tres casos de ASCUS estudiados, se
obtuvo que 2/3 (66,7%) resultaron negativos para p16 vy
tras el analisis de la biopsia se confirmé en ambos casos
la presencia de una lesion de bajo grado (NIC-I), lo cual
sugiere que dichos casos podrian favorablemente regresar
de manera espontanea debido al aclaramiento de la infec-
cion por VPH, dado que el mismo precede a la remision
de los cambios citologicos, es decir, que la ausencia de la
inmunotincion de p16 podria constituir un indicador de buen
prondstico (15).
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Por su parte, el otro caso de ASCUS, fue inmunopositivo para
p16, lo cual resultd muy relevante, dado que la evaluacion
histolégica correspondiente, confirmé la presencia de una le-
sion de alto grado (NIC-III). Esto coincide con la investigacion
realizada por Nieh y col. (12) donde determinaron la utilidad
pronodstica de la expresidon de p16 en estos casos, llegando
a la conclusion de que la expresion de esta proteina es un
indicador de la actividad patogénica del VPH-AR, por lo que
lo consideran un biomarcador objetivo para la clarificacién de
las muestras categorizadas como ASCUS.

Por otro lado, de las muestras citoldégicas con LEI-BG eva-
luadas, la mayoria 69,2% (9/13) resultaron negativas para
inmunotincion de p16, lo cual concuerda con lo reportado por
un estudio realizado por Bose y col. (13) donde se obtuvo
que el 79% de los casos con LEI-BG resultaron ser negativos
a la inmunotincién para p16. Esto coincide con el hecho de
que aproximadamente un 70% de las citologias con LEI-BG
remitiran por aclaramiento de la infeccién por VPH (16).

Asimismo, tras realizarse la relacion con el diagnéstico his-
tolégico correspondiente a dichas muestras, se confirmo la
presencia de LEI-BG en todas ellas, donde en 7 de los ca-
sos se observo la presencia Unica de cambios coilociticos
compatibles con la infeccién por VPH y en tres de los casos
se evidencio la presencia de NIC-I, indicativo de que se pu-
diera tratar de infecciones por cepas de VPH de bajo riesgo
(VPH-BR) sin significancia clinica o por cepas VPH-AR no
integrado al genoma celular, es decir una infeccién transitoria
con una lesiéon que remitira espontaneamente, sin riesgo de
progresion (17).

De este modo, los casos con LEI-BG, donde se evalle la
inmunotincion de p16, pueden ser Utiles en la discriminacion
entre infecciones por subtipos de VPH-AR integrados al ADN
de la célula hospedadora (inmunopositivo a p16), de aquéllas
con subtipos de VPH-AR no integrados y de infecciones por
cepas de VPH de bajo riesgo (inmunonegativos a p16) (17).

Por su parte, 4/13 (30,8%) de las citologias interpretadas con
LEI-BG fueron inmunopositivas. De estas Ultimas, tres fueron
diagnosticadas por evaluacién histolégica como NIC-l y la
otra como NIC-II, lo cual sugiere que se trata de lesiones que
muy probablemente progresaran a estadios mas avanzados.
Mientras que 12,5% (4/32) de los casos con diagndsticos
histolégicos de LEI-BG (VPH y NIC-I) resultaron positivos a
la inmunotincion de p16, lo cual pudiera sustentarse con lo
publicado por Schenck (16), quien reporta que alrededor del
15% de las LEI-BG progresaran a lesiones de alto grado.

Por otro lado, todos los casos con resultados de LEI-AG por
citologia dieron negativos a la inmunotincién del p16, en
contraposicion con lo reportado por numerosos estudios, tal
como el de Trunk y col. (10) donde en un 95% de las citolo-
gias con LEI-AG resultaron ser inmunopositivas a p16. Estos
resultados controversiales arrojados por el presente estudio,

racho.

pudieron explicarse por un error en la toma de muestra o en
la interpretacion de las citologias, lo cual es muy frecuente en
la practica diaria (18).

Una posible causa de error pudiera atribuirse a que uno de
los casos correspondia a una mujer de la tercera edad, pos-
menopausica, en quienes la presencia de células atréficas
es comun, lo cual pudo conducir a la confusién diagnéstica y
al resultado falso positivo citolégico. Esto se evidencio por el
diagnostico histolégico de dicha paciente, el cual resultdé una
lesion de bajo grado (NIC-I), lo cual explica la inmunotincion
negativa de p16.

Asimismo, tras el analisis histolégico del otro caso con re-
sultado citolégico de LEI-AG, se confirmd la presencia Unica
de cambios coilociticos compatibles con una infeccion por
VPH, lo cual evidencia un resultado citolégico falso positivo
que justifica la inmunotincion negativa de p16 en este caso,
indicando que se trata realmente de una lesién benigna que
podria remitir espontaneamente por aclaramiento de la in-
feccion.

Por el contrario, en el tercer caso de LEI-AG, se observo una
concordancia entre el resultado citologico y el diagnéstico
histolégico (NIC-IIl). Sin embargo, la inmunotinciéon de p16
resultd negativa, pudiendo deberse a una baja celularidad y/o
a una pobre contratinciéon del extendido observado, lo que
pudo haber conducido a un déficit de células inmunopositi-
vas. Esto, concuerda con el estudio hecho por Sahebali y col.
(19) quienes trabajaron con 200 muestras, 13 de las cuales
presentaron baja celularidad y pobre contratincion, siendo
excluidas del estudio al dificultar su evaluacion.

En contraste a los resultados citolégicos con LEI-AG, la ma-
yoria de los casos 4/6 (67%) con diagnostico histolégico de
LEI-AG (NIC-II y NIC-Ill) fueron inmunopositivos para p16,
lo cual se explicaria por los falsos resultados arrojados por
el analisis citolégico. La inmunopositividad de p16 en estos
casos indica que a dichas pacientes se les debe llevar a cabo
un tratamiento (conizacion) lo antes posible, para evitar que
el carcinoma in situ se vuelva invasor (6). Asi, se evidencio
una relacioén directamente proporcional entre la expresion de
p16 y el grado de lesién histolégica.

Los resultados del presente estudio soportan los datos de re-
portes previos. Se evidencio que la tincion inmunocitoquimi-
ca de p16 puede ayudar a distinguir entre lesiones malignas
y reactivas, cuando los resultados citoldégicos dudosos fueron
correlacionados con los de biopsia.

En conclusién, el valor de la inmunotinciéon de p16 como una
técnica adjunta en la interpretacion citolégica para mejorar la
exactitud y precision diagnéstica es evidente segun los re-
sultados de este estudio. El uso de este parametro podria
ayudar a reducir la variabilidad intra/interobservador en la
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neoplasicas en muestras de citologia cervical.

interpretacion de las muestras. Los resultados revelan que
la tincién inmunocitoquimica de p16 puede aplicarse exitosa-
mente a las muestras de citologias convencionales, para dis-
minuir los porcentajes de falsos negativos que en diferentes
reportes varian entre 0 - 70% (8,12,15,16). En contraste, la
técnica de citologia en base liquida arroja un menor porcen-
taje de dichos casos (20).

Por lo tanto, ademas de ofrecer resultados mas objetivos y re-
ducir las interpretaciones falsas negativas y falsas positivas,
también ayuda a predecir cuales ASCUS y LEI-BG presentan
mayor riesgo de progresion a lesiones clinicas significativas,
brindando mayor efectividad al seguimiento y tratamiento de
las pacientes, evitando el sobretratamiento de las mujeres
con citologia de LEI-BG sin significancia clinica y aplicacion
del tratamiento oportuno a las mujeres con LEI-AG, para im-
pedir la progresion a carcinoma invasor.
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