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ANTECEDENTES.

El cancer cervicouterino (CC) es la segunda neoplasia maligna
mas frecuente en las mujeres mexicanas, con una tasa de mortalidad
de 14.49 por 100,000 mujeres de 25 afios y mas(1). La evidencia
epidemioldgica y molecular claramente indican que ciertos tipos del
virus del papiloma humano (VPH) son la causa principal de la
neoplasia intraepitelial cervical (NIC) y del CC invasor(2). Sin
embargo, el 80% de las mujeres con un resultado positivo para HPV
no desarrollan NIC ni CC(3).

En México, se ha calculado que la proporcion de mujeres sanas
portadoras del VPH es del 15 al 40% en los grupos de edad joven,
sexualmente activos, siendo del 3 al 10% en los grupos de personas
de 35 afios y mas (4).

En mayo de 2007, se realizaron algunas modificaciones en la
Norma Oficial Mexicana para la prevencién diagndstico, tratamiento,
seguimiento y vigilancia epidemioldgica del cancer cervical (NOM-014
SSA2-1994) (4). Una de las mayores incluyé el uso del sistema
Bethesda para informar los resultados de la citologia cervical. Asi las
lesiones del epitelio escamoso ahora se informan como: Lesion
intraepitelial de bajo grado (LIEBG; que incluye displasia leve e
infeccidon del virus de papiloma humano); lesidn intraepitelial de alto
grado (LIEAG; que incluye displasia moderada, grave y carcinoma
insitu); asi como una categoria mas llamada ASC (células epiteliales
atipicas por sus siglas en inglés) misma que se encuentra dividida en
dos ASC-US que son células epiteliales atipicas de significado incierto
que favorecen a una lesién de bajo grado, y ASC-H células epiteliales
atipicas de significado incierto que favorecen una lesion de alto grado.

El virus del papiloma humano (VPH) se caracteriza por tener un
genoma de acido desoxirribonucleico (ADN) circular de doble cadena,
de aproximadamente 8000 pares de bases de longitud, con un viridon
no envuelto que mide 45 a 55 nm. de diametro y una capside proteica
icosaédrica (3).

Los virus con afinidad por las mucosas se clasifican segun su
riesgo de progresion a cancer, los tipos 6 y 11 son virus de bajo



riesgo, los tipos 16 y 18 son de alto riesgo, estos cuatro tipos
corresponden al 75% de los VPH asociados con neoplasia anogenital.
Los VPH de bajo riesgo o no oncogénicos son los tipos 6, 11, 42,43 y
44, los cuales se relacionan principalmente con el condiloma
acuminado y la LIEBG; so6lo rara vez se asocian con una LIEAG o un
carcinoma invasor. En contraste, los VPH de alto riesgo u oncogénicos
se encuentran en todo el espectro de las lesiones intraepiteliales e
invasoras, tanto del epitelio plano estratificado como del glandular; los
cuales son 16, 18, 31, 33, 35, 52, 58, 67 y 68. El VPH-16 aparece mas
relacionado con lesiones del epitelio plano estratificado y los tipos 31,
33, 35, 52, 58 y 67 se relacionan estrechamente con él. El VPH-18 es
el tipo mas frecuente en las neoplasias glandulares, y los tipos 39, 45,
59 y 68 se comportan de manera similar a éste (4).

Se ha comprobado que mas de 90% de los carcinomas
cervicouterinos contienen ADN del VPH, correspondiendo al tipo 16 la
mayor prevalencia al encontrarse aproximadamente en la mitad de los
casos, seguido por el tipo 18, involucrado en 12% de los mismos (4).

Se considera que los responsables de la pérdida del control de la
proliferacion celular son los genes virales transformantes E6/E7, la
expresion de éstos genes se observa usualmente en los tipos virales
de alto riesgo como 16 y 18, mientras que no se detecta en los tipos 6
y 11 de bajo riesgo. La oncoproteina E6 del VPH-16 se une a p53 y
dicha union provoca que se degrade; esta proteina es un importante
represor o controlador del crecimiento y la diferenciacion celular, en
parte por estimulacion de p21 y p16™<*?. La proteina E7 impide la
regulacion del crecimiento celular mediante una uniéon competitiva con
la ciclina A1 y el gen del retinoblastoma, quienes regulan la progresion
de las células desde la fase G1 a la fase S, causando una importante
pérdida de control sobre la multiplicacion celular y dando como
resultado una proliferaciéon no controlada (4).

p16™¢*@ es un inhibidor cinasa dependiente de ciclina que
desacelera el ciclo celular mediante la inactivacion de las cinasas,
involucradas en la fosforilacion de la proteina del retinoblastoma (pRB)
(5). El incremento en la expresion de los oncogenes virales en células
displasicas cervicales, puede ser reflejado por un aumento en la
expresion de p16™*%(6). Se sugiere que la sobreexpresion de la
proteina p16™"*® indica infeccién e integraciéon genémica de VPH de



alto riesgo y predice la progresion a lesiones intraepiteliales de alto
grado y a carcinoma (7).

p16™“? ha surgido como un marcador util de infeccion por
papilomavirus de alto grado, numerosos estudios apoyan el uso de
p16™**® mediante técnicas de inmunohistoquimica para la deteccién
de displasia de alto grado (8).

La reaccion de inmunohistoquimica con anticuerpo monoclonal
para p16™*® es positiva difusa (no focal) en cortes histoldgicos de
muestras cervicales sin displasia; indica la presencia de VPH de alto
riesgo. En muestras cervicales con displasia, esta reaccion es positiva
en la mayor parte de las neoplasias intraepiteliales de alto grado y en
algunos casos de bajo grado, especialmente aquellas asociadas a
VPH de alto riesgo. La mayor parte de los carcinomas epidermoide,
glandulares y de células pequefas son positivos a la reaccion para
p16™€*?  En lesiones glandulares cervicales, el estudio de
inmunohistoquimica es util en la distincién entre adenocarcinoma in
situ (positivo difuso) y lesiones benignas; entre las que se incluyen
metaplasia tuboendometrial y endometriosis, que son negativas o
positivas en forma focal. El anticuerpo contra p16™<** puede ser
usando como parte del panel del diagndstico diferencial entre
adenocarcinoma cervical (positividad difusa) y el adenocarcinoma
endometrial tipo endometrioide (negativo o con positividad focal). En
vulva la reaccion para p16™<*® es positivo en neoplasias intraepitelial
vulvar (NIV) asociada a VPH y negativo en NIV no asociada a VPH (9).

En el departamento de microbiologia de la Facultad de Medicina
de Tailandia, se realiz6 un estudio para determinar la positividad por
inmunohistoquimica para p16™*? y su relacién con la infeccién por el
VPH en citologia convencional y liquida; la determinacion viral se
realizd con reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se revisaron
165 casos, a los que se les realizé deteccion de DNA para VPH. En
citologia convencional, la positividad a la reaccién para p16™<* se
presentd en 0% de los casos sin lesién (0/30), 52.5% en los casos
diagnosticados como ASCUS (21/40), 54.3% en los casos de LIEBG
(19/35) y en el 100% de las LIEAG (30/30) y los carcinomas
epidermoides (30/39). En citologia liquida, los resultaros fueron
comparables pero menos sensibles. Se detectd positividad para VPH,
en el 10% de los casos sin lesion, en el 45% de los ASCUS, en el



57.14% de las LIEBG, en el 70% de las LIEAG y en el 86.7% de los
carcinomas epidermoides (6). Este estudio sugiere que Ila
determinacion mediante técnicas de inmunohistoquimica para p16™*
en citologia convencional es util y costo efectiva como método para
determinar carcinoma cervical mediante la deteccidon de células
displasicas infectadas con VPH de alto riesgo.

Klaes, Friedrich y colaboradores, de Ila Universidad de
Heidelberg,  observaron  sobreexpresion de  p16™*®  por
inmunohistoquimica en todas las NIC 1 asociadas a VPH de bajo
riesgo y en todas NIC 2 y 3. En contraste a esto no se detectod
expresion de p16"™<*? en epitelio cervical normal, lesiones inflamatorias
y lesiones cervicales de bajo grado asociadas a VPH de bajo riesgo.
Por lo que concluyeron que p16™* es un marcador especifico para
identificar epitelio cervical displasico tanto en biopsias cervicales como
en citologia convencional (6).

La Sociedad Americana de Patologia Clinica de Chicago lllinois,
realizd un estudio comparativo entre la sensibilidad e especificidad de
la reaccién de inmunohistoquimica para p16™“? y la captura de
hibridos para detectar la presencia de VPH de alto riesgo. Se
estudiaron 100 casos con diagnostico negativo para lesiones
intraepiteliales, 100 casos diagnosticados como ASCUS, 100 casos
como LIEBG, y 100 de alto grado. La reaccién para P16™*? fue
positivo en 78% de las LIEAG, en 42% de las LIEBG y 36% de los
ASCUS, mientras que mediante captura de hibrida el 92% fue positivo
en LIEAG; 81% en LIEBG y 45% en ASCUS (7). La sensibilidad para
lesiones de alto grado fue de 92% para la captura hibridos y 78% para
p16™“? La especificidad para éstas lesiones fue de 25% para captura
de hibridos y de 56% para p16™*?. Se encontré que la determinacion
de VPH mediante captura hibrida presentd mayor sensibilidad vy
p16™*@ presentd mayor especificidad(7).

Queiroz y Silva refieren que p16™“? puede ser usado para
identificar células infectadas por VPH, en lesiones preneoplasicas y en
carcinomas y reconocer aquellas lesiones con un riesgo aumentado de
progresion a lesiones de alto grado (10).



JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La sensibilidad de la prueba de Papanicolaou es del 50% con
rangos del 37 al 84% vy la especificidad es del 98% con rangos del 86-
100%, dependiendo del trabajo publicado (11).
p16™*? es un marcador de las lesiones cervicales inducidas por
el VPH de alto grado y de la posible evolucion de dichas lesiones (12).
Con técnica de inmunohistoquimica es positivo en 92.3% de las LIEAG
y el 15.4% de las LIEBG, sin ser detectado en tejidos normales. La
sensibilidad de dicha prueba para las lesiones de alto grado es del
100%, la especificidad es del 70.2%, el valor predictivo positivo es del
43.3% vy el valor predictivo negativo es del 100%.

La expresién de p16™“? en lesiones neoplasicas y pre
neoplasicas puede ser utilizado para identificar células infectadas con
VPH de alto riesgo (12).

La sobreexpresion de p16™“?  ha sido propuesto como
biomarcador util para identificar células epiteliales displasicas en cérvix
tanto en cortes histologicos como en citologia cervical. La
inmunomarcacion de p16™**? puede ser Util para evitar ambigiiedades
en la interpretacion de citologias cervicales y facilitar su diagndstico
(13).

p16™“? es de utilidad en citologias cervicales para identificar
pacientes de alto riesgo que requieran tratamiento temprano (14).

Como herramienta diagndstica en el laboratorio, p16™“ es util en
biopsias cervicales dirigidas por colposcopio para diagnosticar casos
con pruebas citolégicas positivas (6).

En el Hospital General de México O. D. se maneja un gran
numero de pacientes en la Clinica de Displasia. En nuestro medio
contamos con publicaciones aisladas sobre la utilidad de la
inmunomarcacién con p16™<* (15), lo que nos obligé a buscar
estadisticas actuales de la sensibilidad y especificidad de p16™** en
lesiones de bajo y de alto grado en la citologia cervical convencional
realizada en nuestro Hospital.



OBJETIVO GENERAL.

Determinar la utilidad de la reacciéon de inmunohistoquimica con
anticuerpo monoclonal para p16™“® en la citologia cervical
convencional para la interpretacion de lesiones intraepiteliales de bajo
y de alto grado realizada en el Hospital General de México O.D.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Determinar la correlacion de la citologia cervical convencional
con el estudio histopatologico a través de los estadisticos de
sensibilidad y especificidad.

e Determinar la sensibilidad y especificidad de p16™“® en la
citologia cervical convencional en lesiones de bajo grado, asi
como en las de alto grado.

 Describir los valores predictivos positivos y negativos de p16™“2

en la citologia convencional para la interpretacion de lesiones de

bajo y alto grado.



MATERIAL Y METODO.

Diseno del estudio

Se traté de un estudio de validacién de prueba diagnéstica,
transversal.

El estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Citopatologia de
la Unidad de Patologia del Hospital General de México O.D.

Universo de estudio

Citologias cervicales convencionales de pacientes que acudieron
a los Servicios de Colposcopia de Ginecologia y de la Clinica de
Displasias del Servicio de Oncologia del Hospital General de México
O. D. recibidas para su interpretacion en el Laboratorio de
Citopatologia.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion
e Citologias cervicales convencionales con el resultado de LIEBG
y LIEAG, de buena calidad, fijadas con etanol al 96% y tenidas
con Papanicolaou, obtenidas durante el periodo enero 2002 a
diciembre 2006 recibidas para su interpretacion en el laboratorio
de Citopatologia con seguimiento histopatolégico.

Criterios de exclusion
o Citologias cervical convencionales de baja calidad por
inadecuada fijacion, mal estado de la laminilla, escaso material y
o que hayan sido interpretadas como no satisfactorias.

Criterios de eliminacion.
o Citologias cervical convencionales con resultado en la categoria
de ASC y que no tengan seguimiento con biopsia.



DEFINICION OPERACIONAL DE LAS VARIABLES (16).

1. LIEAG (lesion intraepitelial de alto grado, Sistema Bethesda):
atipias en células intermedias profundas, parabasales y de
metaplasia; presentes de forma aisladas, en lamina, en “fila
india” o en agregados seudosinciciales; variacion del tamafo y
morfologia nuclear y area citoplasmatica mas pequefia; la
cromatina puede ser laxa o granular en grumos gruesos, y de
distribucién uniforme; se puede encontrar nucléolo prominente.

2. LIEBG (lesion intraepitelial de bajo grado, Sistema Bethesda):
limitada a células superficiales, presentes de forma aislada o en
laminas; hay agrandamiento nuclear que supera el triple del
tamano del area del nucleo de una célula intermedia normal,
generando un leve aumento de la relacion nucleo:citoplasma;
hipercromasia nuclear variable, binucleacion o multinucleacion,
cromatina uniforme y granular, bordes citoplasmicos bien
definidos; halos citoplasmicos perinucleares de bordes bien

definidos (coilocitos).

3. p16™¥*: proteina producto del gen inhibidor de la ciclina
dependiente de cinasa. La reacciéon de inmunohistoquimica se
considera positiva cuando tifie densamente el borde de la

membrana citoplasmica asi como de forma irregular
hipercromatica el nucleo.

4. NIC 1 (neoplasia intraepitelial cervical, criterios de

Organizacion Mundial de la Salud): hiperplasia de células
basales que se extiende al tercio inferior del epitelio plano
estratificado, el cual esta desorganizado con anormalidades
nucleares y citoplasmicas minimas, hipercomasia nuclear
moderada y escasas mitosis; en los dos tercios superiores hay
adecuada maduracion pero se suele observar cambios

morfoldgicos por la infeccion del virus (coilocitos).



5. NIC 2 (neoplasia intraepitelial cervical, criterios de Ila

Organizacion Mundial de la Salud): la hiperplasia de células
basales se extiende de la membrana basal al tercio medio del
epitelio plano estratificado; no hay diferenciacion morfolégica por
maduracion entre las células parabasales e intermedias
profundas; las anormalidades nucleares y citoplasmicas son
moderadas al igual que el numero de mitosis; suele observarse
queratinizacién en la superficie del epitelio o de forma aislada en
células individuales intraepiteliales asi como coilocitos.

. NIC 3 (neoplasia intraepitelial cervical, criterios de Ila
Organizacion Mundial de la Salud): la proliferacién de células
atipicas se extiende a todo el espesor del epitelio con
desorganizacion de la arquitectura; las anormalidades nucleares
y citoplasmicas son marcadas, con irregularidad del contorno
nuclear, cromatina en grumos y pérdida de la relacidén
nucleo:citoplasma; hay numerosas mitosis tipicas y atipicas;
suele observarse queratinizacion en la superficie del epitelio o de
forma aislada en células individuales intraepiteliales asi como
coilocitos.

. Carcinoma epidermoide invasor (criterios de la Organizacion
Mundial de la Salud): lesién neoplasia que involucra el total del
espesor del epitelio plano estratificado con pérdida de la
continuidad de la membrana basal y presencia de células
neoplasicas en lamina o aisladas en el estroma, con abundante
infiltrado inflamatorio asociado.



DESCRIPCION DEL ESTUDIO.

Todos los especimenes analizados fueron citologias cervicales
convencionales colectadas con espatula y/o citobrush fijadas con
etanol al 96%.

Seleccion e identificacion de casos:

Se utilizé el material recibido para su interpretacién de los
Servicios de Colposcopia de Ginecologia y de la Clinica de Displasias
del Servicio de Oncologia del Hospital General de México O. D. Se
seleccionaron las citologias cervicales convencionales de forma no
aleatorizada tenidas con Papanicolaou e interpretadas previamente
por citopatélogos del Servicio de Citopatologia con el sistema
Bethesda como lesiones intraepiteliales de bajo y como lesiones
intraepiteliales de alto grado y con seguimiento histopatoldgico. Para
confirmar la interpretacion, se revisaron de nuevo los extendidos por
dos patélogos de forma independiente a ciegas; en caso de
discrepancia, se realizé un consenso con un tercer patologo.

Seguimiento histopatologico:

A todas las pacientes seleccionadas por citologias positivas a
lesiones intraepiteliales de alto grado se les realiz6 en su momento
biopsia dirigida por Colposcopia y diagnosticadas por patélogos del
Servicio de Patologia; los diagnosticos emitidos incluyeron: neoplasia
intraepitelial cervical 1, 2, 3 y carcinoma invasor (criterios diagnosticos
de la Organizacién Mundial de la Salud). Los cortes histolégicos se
obtuvieron del archivo de laminillas.

Reaccion de inmunohistoquimica:

La reaccion de inmunohistoquimica para p16™<* se hizo en las
mismas laminillas de citologia cervical convencional interpretadas con
el sistema Bethesda, previa decoloracién con alcohol acido por 20
minutos; posteriormente se fijaron con etanol al 50% por 30 minutos.
La tincion de p16™ @ se hizo utilizando el Kit Citolégico CINtecTM
(Dako Bytomation, Glostrup, Dinamarca). La recuperacion antigénica
se llevd a cabo por 40 minutos a temperatura de 95-99°C en agua.



Previo bloqueo del la actividad peroxidasa enddgena, las laminillas se
incubaron con el anticuerpo primario (E6H4) especifico para p16™"*
por dos horas. Para la visualizacion se utiliza diaminobenzidina como
cromogeno seguido de hematoxilina como contrastante.

Interpretacion de la inmunomarcacién de p16™<*:

Se considero como negativa si menos de tres células displasicas por
laminilla  presentaban tincibn nuclear y/o citoplasmica con
diaminobenzidina y positiva en incremento (+, ++ y +++) dependiendo
de la intensidad de la tincion nuclear y/o citoplasmica. La
interpretacion se realizé por dos patdlogos de forma independiente a
ciegas; en caso de discrepancia, se realizdo un consenso con un tercer
patologo.

Se hicieron archivos digitales con las imagenes citologicas de las
células problema para posteriormente desteiiirlas y realizar la reaccion
de inmunohistoquimica para p16™<*@ en ellas.



ANALISIS ESTADISTICO.

Se realizaron tablas de contingencia con datos de frecuencia y
proporciones en porcentajes y posteriormente se evalué la
sensibilidad, especificidad, valor predicativo positivo y valor predicativo
negativo de la citologia cervical convencional con tincion de
Papanicolaou vs. biopsia cervical y de la citologia cervical
convencional con reaccién de inmunohistoquimica para p16™<*® vs.
biopsia cervical.



CONSIDERACIONES ETICAS.

Dado que se tratd de un estudio de validacion de prueba
diagnodstica sobre laminillas de citologia cervical convencional y de
cortes histologicos de biopsias cervicales, y no se realizaron
intervenciones clinicas (la biopsia fueron parte del protocolo de estudio
en su momento de las pacientes) se considera un estudio con riesgo
menor al minimo (17).



RESULTADOS.

El total de registros citopatoldgicos con el resultado de lesion
intraepitelial de bajo grado y lesion intraepitelial de alto grado en el
periodo comprendido enero 2002 a diciembre 2006 recibidas para su
interpretacion en el laboratorio de Citopatologia fue de 29 casos, todos
con estudio histopatologico de seguimiento. Once casos (38%) se
interpretaron como LIEBG y 18 (62%) como LIEAG. El rango de edad
de las pacientes fue de 21 a 67 afios, con una media de de 47.5 afos
(x13.2 anos). No se obtuvieron mas datos clinicos.

Del grupo de casos interpretados como LIEBG por citologia
cervical convencional, 7 (63.6%) se diagnosticaron como NIC1 y 4
(36.4%) como NIC 3, mientras que del grupo de LIEAG, 4 (22.2%)
como NIC1, 1 (5.6%) como NIC2, 9 (50%) como NIC3 y 3 (16.7%)
como carcinoma cervicouterino invasor. En uno (5.6%) de los casos, el
diagnostico fue descriptivo como lesion de alto grado sin poder
descartar invasion, ya que la muestra era muy pequefia y se
encontraba fragmentada para poder descartar invasion; éste fue
considerado como NIC 3 (Tabla 1).

Tabla 1. Correlacion diagnéstica de la citologia cervical convencional con la
biopsia cervical.

Interpretacion Diagnéstico histopatologico

citologica NIC1 NIC2 NIC3 C. Invasor Total

LIEBG 63.6 (7) 0 28.6 (4) 0 11

LIEAG 36.4 (4) 100 (1) 71.4 (10%) 100 (3) 19
11 1 14 3 29

Los datos se presentan como numero de casos (porcentaje).
C. Invasor: carcinoma invasor.
*Un diagndstico descriptivo.

Para poder establecer la validez de la citologia cervical
convencional como prueba diagndstica, se agrupd la neoplasia
intraepitelial cervical 2 y 3 en neoplasia intraepitelial cervical de alto
grado (NICAG) y la neoplasia intraepitelial cervical 1 como neoplasia
intraepitelial cervical de bajo grado (NICBG).



La sensibilidad de la citologia convencional para interpretar
LIEAG en este estudio fue de 0.733 (IC 95% 0.475-0.893) y la
especificidad de 0.636 (IC 95% 0.352-0.848), con un valor predictivo
positivo de 0.733 (IC 95% 0.510-0.957) y un valor predictivo negativo
de 0.636 (IC 95% 0.352-0.921).

Los resultados de la reaccion de inmunohistoquimica con
anticuerpo monoclonal para p16™“?* en la citologia cervical
convencional se muestran en la tabla 2. De los 29 casos, 11 (37.9%)
presentaron una reaccion intensa, 7 (24.1%) presentaron una reaccion
moderada y 4 (13.8%) presentaron una reaccion débil; en 7 (24.1%)
casos no se observd reaccion. Se encontré una correlacion de la
intensidad de la inmunorreaccion con la severidad de las lesiones: el
54.5% de las LIEBG tuvieron una intensidad de + o menos, mientras
que el 72.2% de las LIEAG una intensidad de ++ o mas (figura 1).

Fig. 1. Intensidad de la reaccién de inmunohistoquimica con anticuerpo monoclonal
para p16'NK4'a en la citologia cervical convencional, la cual se correlaciona con la
severidad de la lesion. a. LIEBG intensidad (-). b. LIEAG (+). c. LIEAG (++). d. LIEAG
(+++).




Tabla 2. Intensidad de la reaccion de inmunohistoquimica con anticuerpo

monoclonal para p1°™*@ en Ia citologia cervical convencional.
Intensidad de Interpretacion citoldgica
la reaccion. LIEBG LIEAG Total
- 36.3 (4) 16.7 (3) 7
+ 18.2 (2) 11.1 (2) 4
++ 18.2 (2) 27.8 (5) 7
+++ 27.3 (3) 44 .4 (8) 11
11 18 29

Los datos se presentan como numero de casos (porcentaje).

Para poder determinar la validez de la reaccion de
inmunohistoquimica con anticuerpo monoclonal para p16®™“? como
prueba diagnostica, se compardé el diagndstico del estudio
histopatologico con la intensidad de la reaccion de inmunohistoquimica
(tabla 3). Siete casos (63.6%) diagnosticados como NIC1 no
presentaron inmunoreaccién, mientras que ninguna de las NIC2 o mas
fueron negativas; por el contrario sélo uno (9.1%) de los casos
diagnosticados como NIC1 tuvo una positividad de +++ y 12 (85.7%)
de los casos diagnosticados como NIC3 tuvieron una positividad de ++
0 mas nuclear y citoplasmica. Con lo que se observo una correlacion
estadisticamente significativa entre la severidad de la lesion y la
inmunoreaccion (valor de p de 0.011): la intensidad de la reaccion para
p16™“?  aumentd con el grado de la lesién intraepitelial en la
interpretacion citologia convencional con el diagnéstico corroborado
por estudio histopatoldgico. Los 3 (100%) casos de carcinoma invasor
tuvieron una positividad de +++.

Para calcular la sensibilidad y especificidad del estudio de
inmunohistoquimica para interpretar LIEAG, se consider6 que las
NICBG negativas a la inmunoreaccién eran los verdaderos negativos,
mientras que las NICAG positivas ++ 6 +++ eran los verdaderos
positivos.

La sensibilidad de la reaccion de inmunohistoquimica con
anticuerpo monoclonal para p16INK4a en la citologia cervical
convencional para interpretar LIEAG en este estudio, fue de 0.857 (IC
95% 0.586-0.970) y la especificidad de 0.636 (IC 95% 0.352-0.848),



con un valor predictivo positivo de 0.750 (IC 95% 0.538-0.962) y un
valor predictivo negativo de 0.778 (IC 95% 0.506-1.00).

Tabla 3. Correlacion de la intensidad de la reaccién de inmunohistoquimica con
anticuerpo monoclonal para p16™<* con el diagnéstico histopatoldgico.

Diagnostico

Intensidad de histopatoldgico
la reaccion NIC1 NIC2 NIC3 C. Invasor Total
- 63.6 (7) 0 0 0 7
+ 18.2 (2) 0 14.3 (2) 4
++ 9.1 (1) 100.0 (1) 35.7 (5) 7
+++ 9.1 (1) 50.0 (7%) 3 11

11 1 14 3 29

Los datos se presentan como numero de casos (porcentaje).
C. Invasor: carcinoma invasor.
*Un diagnostico descriptivo.



DISCUSION.

Una buena prueba diagndstica es la que ofrece resultados
positivos en enfermos y negativos en sanos. El analisis de su validez
puede obtenerse calculando los valores de sensibilidad vy
especificidad. La sensibilidad es la probabilidad de clasificar
correctamente a un individuo enfermo, es decir, la probabilidad de que
para un sujeto enfermo se obtenga en la prueba un resultado positivo.
La especificidad es la probabilidad de clasificar correctamente a un
individuo sano, es decir, la probabilidad de que para un sujeto sano se
obtenga un resultado negativo. En otras palabras, se puede definir la
especificidad como la capacidad para detectar a los sanos.

Resulta obvio que lo ideal seria trabajar con pruebas
diagnosticas de alta sensibilidad y especificidad, pero esto no siempre
es posible. En general, las pruebas de screening deben ser de alta
sensibilidad para poder captar a todos los enfermos. Por otra parte, la
especificidad se refiere, como se sefialé previamente, a la probabilidad
de que un sujeto sano sea clasificado adecuadamente. En general, las
pruebas confirmatorias del diagndstico deben ser de alta especificidad,
para evitar falsos positivos.

El valor predictivo positivo es la probabilidad de padecer la
enfermedad si se obtiene un resultado positivo en el test. El valor
predictivo negativo es la probabilidad de que un sujeto con un
resultado negativo en la prueba esté realmente sano.

La implementacion de la prueba de Papanicolaou en los 60s y su
uso como una herramienta diagnoéstica en la pesquisa del cancer
cervicouterino, trajo una revolucion en el manejo clinico de esta
enfermedad. Desde entonces la calidad y la confiabilidad de la prueba
se han ido mejorando. Dado que el método convencional tiene una
limitada sensibilidad, se ha obligado a establecer intervalos de
confianza mas estrechos en la interpretacién de lesiones invasivas, ya
que la citologia cervical carece de parametros objetivos, resultando en
una amplia variabilidad interobservador que puede causar
incertidumbre en el manejo clinico de las pacientes. Este es un
problema particularmente entre los limites normal y anormal, donde los
reportes de ASCUS o NIC1 requieren de un seguimiento continuo.



Nuevas técnica en el estudio del VPH estan aguardando su
implementacion en el proceso de diagnostico de la lesiones
preneoplasicas y su posible papel en los programas de prevencion de
cancer cervicouterino.

La presencia o ausencia del VPH de alto riesgo en la citologia
cervical puede proporcionar una base para decidir si la lesion
observada tiene un potencial preneoplasico o no, si a la paciente se le
ofrecerd o no seguimiento ginecoldgico o continuara en el programa
basico de pesquisa. La acumulaciéon de p16™*® en el nucleo de las
células epidermoides indica la pérdida de la funcién de la proteina del
gen del Rb en estas células junto con la expresion del gen E7 de un
VPH oncogénico. Esta informacion puede sustituir el analisis del ADN
viral, el cual es mas costoso. Se ha reportado (18) que un cuarto de
las lesiones de alto grado diagnosticadas por biopsia carecen
completamente de reactividad a p16™<*%. Estos representan casos
citologicos falsos negativos por ausencia de células diagnosticas en la
muestra. Con el estudio de inmunohistoquimica se puede observar la
acumulacion de p16™¢*® en células de la misma citologia cervical
convencional que han mostrado cambios morfologicos. Esto significa
que podemos disminuir los errores asociados a la repeticion de la
muestra y una posible herramienta para mejorar la evaluacion de la
citologia convencional.

En este estudio, la expresion de p16™<*® estuvo ausente en las
células normales, con una reaccion positiva importante en las células
atipicas, en concordancia con reportes previos (5). Se observd una
correlacion estadisticamente significativa entre la severidad de la
lesién y la inmunorreaccion; la intensidad de la reaccion para p16™7“2
aumentd con el grado de la lesion intraepitelial en la citologia
convencional. Cuando la inmunoreaccion para p16™<*® en las NICAG
fue de +, asumimos que las condiciones de conservacion y fijacion de
las células atipicas no fueron adecuadas para la inmunohistoquimica.
Por otra parte, se considerd que la reaccion negativa de las NICBG fue
debido a la regresion de las mismas. Esto se establece tedricamente
por la correlaciéon de la inmunoreaccién para p16™*?y la integracién
del ADN viral. Idealmente, la acumulacion de p16™<*® demuestra la
transformacidn oncogénica por los VPH de alto riesgo, sin embargo, la
ausencia de la inmunoreaccion no excluye una infeccion con potencial
oncogeénico a largo plazo.



Un posible uso de la inmunoreaccién para p16™<*? en el contexto

del diagnodstico de pesquisa del cancer cervicouterino al encontrar
células atipicas en la citologia cervical convencional es confirmar el
potencial preneoplasico de las lesiones y dejar sdlo las negativas a
estudios de ADN viral mas costosos. Otro posible uso es disminuir los
falsos negativos al detectar células positivas para p16™<*?, que con la
tincidn convencional de Papanicolaou no fueron detectadas.

Se sabe, que la mayoria de las lesiones intraepiteliales de alto
grado tendran una regresién espontanea y es factible que la no
expresion de p16"™<*® sea mas especifica para determinar las lesiones
sin potencial invasivo. Sin embargo, la sensibilidad de la
inmunohistoquimica con anticuerpo monoclonal para p16™*® en
lesiones de alto grado en citologia convencional no puede reemplazar
las técnicas de biologia molecular para demostrar el ADN viral.

En conclusion, la demostracion del a acumulacién de p16™ @ en
el nucleo de las células epidermoides es una manera eficaz de
enfatizar la presencia de displasia y esta inmunoreaccion se puede
aplicar en la citologia cervical convencional. Es posible que esta
técnica no solo mejore la interpretacion de las células preneoplasicas,
sino que también distinga las atipias preneoplasicas de las reactivas.
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