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RESUMEN.  

Se llevó a cabo un estudio inmunohistoquímico en 50 casos de carcinoma epidermoide de cuello uterino, diagnosticados durante las décadas de 1940 y 1980, para 

examinar el patrón de expresión de la proteína p16INK4a en nuestro medio. Seleccionamos aleatoriamente 50 biopsias de cuello uterino de los archivos del departamento 

de Patología, Facultad de Medicina de la Universidad  de Valencia, obtenidas entre la década de los años 1940 y 1980. Los resultados de la inmunoreactividad al 

anticuerpo clon E6H4 contra p16INK4a se determinaron mediante la aplicación de una escala semicuantitativa. El 74% (37/50) de los carcinomas epidermoides estudiados 

mostr ó inmunoreacción marcadamente positiva (difusa/focal) para p16INK4a, tanto nuclear como citoplasmática. Los tumores con menor grado de diferenciación fueron 

los más reactivos, 26/50 (52%). La sobrexpresi ón fuertemente positiva de la p16INK4a es un evento característico que ocurre en la lesión neoplásica invasiva que afecta 

al cuello uterino y se acentúa a medida que el tumor es más desdiferenciado.  
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Introduccion      

La expresión celular de la proteína reguladora p16INK4a se ha evaluado mediante técnicas inmunohistoquímicas, para determinar su valor como marcador de lesión 

neoplásica del cuello uterino, tanto en muestras con morfología compatible con neoplasia intraepitelial cervical, carcinoma epidermoide así como en casos de 

adenocarcinoma endocervical y sus precursores, utilizando biopsias de tejido y citologías cervicovaginales. Estas observaciones han permitido concluir a los diferentes 

investigadores que la inmunodetecci ón de la p16INK4a podría ser un marcador sensible y espec ífico de lesiones cervicales clínicamente significativas asociadas a 

infecci ón por virus papiloma humano de alto riesgo oncog énico  / VPHAR (Sano et al, 1998b; Keating et al, 2001; Klaes et al, 2001; Bibbo et al, 2002; Schorge et al, 2004; 

Tringler et al, 2004; Trunk et al, 2004). 

  

La p16INK4a es una fosfoproteína, producto del gen supresor de tumor CDKN2 que se encarga de, al igual que otras proteínas, regular la progresión del ciclo celular al 

actuar como un inhibidor de kinasas dependientes de ciclinas, estas ú ltimas tienen como función principal fosforilar a la proteína supresora de tumor Rb la cual a su vez en 

estado hipofosforilado cuando es requerido, se mantiene unida al factor de proliferación E2F, impidiendo de esta forma que el ciclo celular progrese desde la fase G1 a la 

fase S. Esta proteína puede verse inactivada funcionalmente cuando a la lesión neoplásica se encuentra asociado un VPHAR que se ensambla a ella y la bloquea 

mediante la expresi ón específica del oncogen viral VPHAR -E7, desatándose una proliferación celular prolongada y descontrolada, que conlleva al desarrollo de la lesión 

neoplásica, como se muestra en la figura Nº 1 (Serrano et al, 1993; Serrano, 1997; von Knebel Doeberitz, 2001). 

  

Existe entonces una relación inversa entre la expresión de p16INK4a y la presencia de pRb normal como por ejemplo ocurre en líneas celulares seleccionadas; la 

p16INK4a se detecta cuando la pRb está mutada, delecionada o inactivada, y se reduce o está ausente en células que contienen pRb con actividad normal. Adem ás, la 

acumulaci ón intracelular significativamente elevada de la p16INK4a ocurre como respuesta a los también niveles elevados de E2F libre, en ausencia de una pRb funcional 

(Kleif et al, 1996). 
  
Este estudio se llevó a cabo para examinar el patrón de expresi ón inmunohistoquímica de la proteína inhibidora de kinasa dependiente de ciclina  p16INK4a,   en muestras 
de tejido de cuello uterino con diagnóstico de carcinoma epidermoide, en nuestro medio.  
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Figura 1. Esquema de regulación del ciclo celular mediante la vía p16INK4a / ciclina D1 / pRb y efecto de la expresión del encogen E7 de los VPHAR. 
Tomado y modificado de Serrano, 1997. 

 
 

Material y Métodos      

Material.  

El material de estudio consistió en la selecci ón aleatoria de 50 biopsias de cuello uterino de los archivos del departamento de Patología, Facultad de Medicina de la 

Universidad de Valencia, obtenidas entre la década de los años 1940 y 1980; estas muestras de tejido fueron fijadas en formalina e incluidas en parafina. Se realizaron 

cortes en blanco de 3 a 5 micras y se recolectaron en láminas con poly-L-lisine para estudio inmunohistoquímico. Uno de los cortes se tiñó con la técnica convencional de 

Hematoxilina-Eosina (HE) para corroborar la presencia del tumor y determinar el grado de conservación de la muestra. 

  

Metodología. 

Para la determinación de la proteína p16INK4a, utilizamos el anticuerpo monoclonal primario de ratón anti-p16INK4a clon E6H4 (MTM Laboratorios, Heidelberg, 

Germany), que permite su detección tanto en muestras de tejido fijadas con formalina buferada al 10% e incluidas en parafina así como en citologías cervicovaginales 

previamente teñidas con Papanicolaou (Bibbo, et al, 2002; Trunk et al, 2004).  Las muestras se incubaron toda la noche en la estufa a 37ºC y el día del ensayo, en la 

estufa de 60ºC durante 30 minutos para luego iniciar proceso de desparafinización con pases por xilol y seguido por pases en alcoholes de 90º, 80º y 70º para hidrataci ón. 

Siguiendo las indicaciones de la casa comercial, introducimos las muestras en una solución de citrato buffer previamente diluido al 1:10 para recuperación del epitope 

espec ífico y las llevamos a baño de María a 95-99ºC, durante 40 minutos. Aplicamos 200 µl de reactivo bloqueante de peroxidasa durante 5 minutos a temperatura 

ambiente, cubrimos las muestras con 200 µl del anticuerpo anti-p16INK4a clon E6H4 diluido 1:25 e incubamos 30 minutos a temperatura ambiente. Para la visualización 

del producto utilizamos 200 µl del reactivo de visualización incubando durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuación cubrimos la muestra con 200 µl de la 

solución de sustrato cromógeno DAB recién preparada, durante unos 10 segundos y rápidamente descartamos el exceso de crom ógeno. Entre pasos realizamos los 

correspondientes lavados con solución buffer. Finalmente se realizó la contratinción con Hematoxilina de Harris para su evaluación microsc ópica.  Incluimos 2 frotis 

citológicos cervicovaginales convencionales clasificados como negativos para lesión intraepitelial escamosa o malignidad, según los criterios del sistema Bethesda 2001 

(Solomon y Nayar, 2004), que fueron tratados de igual forma que las biopsias. Como control interno, tomamos en cuenta que 6/50 de los casos de carcinoma cervical de 

este estudio (4 eran bien diferenciados y 2 moderadamente diferenciados), además de tejido tumoral tenía en sus adyacencias epitelio escamoso o endocervical con 

caracter ísticas histológicas normales. La casa comercial suministra un control negativo que también incluimos en este ensayo. 

  

Interpretación de los resultados de la inmunotinción para p16INK4a. 

Se realizó un contaje celular abarcando aproximadamente 1000 células (15 campos microsc ópicos). La reacción se consideró positiva cuando la célula mostr ó una 

coloraci ón marrón a nivel nuclear y/o citoplasmático y la distribución de estas se realizó mediante una escala semicuantitativa descrita por Klaes et al 2001: 

1. Negativa: cuando menos del 1% de las células fueron positivas.  

2. Esporádica: menos del 5% de c élulas aisladas positivas.  

3. Focal: pequeños grupos de células positivas pero menos del 25%.positivas.  

4. Difusa : m ás del 25% de células positivas. 

En la figura N º 2 se muestra un caso de carcinoma epidermoide de cérvix de nuestro estudio inmunopositivo para p16INK4a. 
Los datos así obtenidos fueron introducidos en la base de datos de Excel Microsof XP y agrupados en tablas y gráficos. 
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Figura Nº 2. Caso 78b -36671. A. Carcinoma epidermoide anaplásico de cuello uterino (HE) 100X. B. El mismo caso mostrando inmunotinción difusa 
fuertemente positiva para p16INK4a (tinción marrón nuclear y citoplasmática) 400x. 

 
 

Resultados      

El estudio histopatológico de las 50 biopsias cervicales confirmó el diagnóstico previo de carcinoma epidermoide de cuello uterino, considerando los criterios 

histopatológicos estandar establecidos por Wright et al 1994; las muestras presentaron buen estado de conservación, a excepción de 3 casos cuyas muestras de 

tejido eran diminutas y se encontraban artefactadas. 

Los 50 carcinomas epidermoides se agruparon de acuerdo al grado de diferenciación tumoral   y as í obtuvimos 10 carcinomas epidermoides maduros y bien diferenciados, 

10 moderamente diferenciados, 10 inmaduros (pobremente diferenciados), 10 inmaduros e indiferenciados (muy mal diferenciados) y finalmente un grupo de 10 

carcinomas denominados misceláneos que incluyó 7 casos de carcinoma epidermoide anaplásico (con ausencia total de diferenciación) y 3 carcinomas de células 

pequeñas. 

  

La figura Nº 3 muestra la sobrexpresión inmunohistoquímica de p16INK4a en los casos de carcinoma epidermoide estudiados. El 74% (37/50) de los carcinoma 

epidermoides cervicales fueron positivos para la tinción inmunohistoquímica de p16INK4a, con carácter difuso o focal tanto a nivel nuclear como citoplasmático. Las zonas 

de epitelio escamoso y/o endocervical normal adyacentes a aquellas con proliferación celular neoplásica no mostraron tinción nuclear ni citoplasmática ante el anticuerpo 

p16INK4a.  
     

En las 2 citológicas cervicovaginales incluidas, las cé lulas escamosas intermedias y superficiales no mostraron reacción alguna ante el anticuerpo monoclonal específico 

para p16INK4a utilizado, ni en el núcleo ni en el citoplasma, corroborando lo formulado por Trunk et al, 2004. De igual forma, el control negativo tampoco fue reactivo. 
  
La tabla Nº I presenta la sobrexpresi ón de p16INK4a en carcinoma epidermoide de cuello uterino de acuerdo al grado de diferenciación tumoral. El 100%  de los 

carcinomas epidermoides cervicales inmaduros e indiferenciados fueron positivos para p16INK4a (focal 2 y 8 difusa), seguidos de los misceláneos (80%) y de los 

carcinoma inmaduros (80%, 4 focal y 4 difusa); los carcinomas epidermoides maduros fueron los menos expresivos (40%). Hubo 2 casos de carcinoma epidermoide 

cervical que presentaron una lesión displásica (carcinoma in situ y/o atípia coilocitótica) asociada y en la que no se observó expresión de p16INK4a (no se muestran estos 

datos). 

  
  
Tabla Nº I. Sobrexpresión inmunohistoquímica de p16INK4a en los casos de carcinoma epidermoide de cuello uterino de acuerdo al 
grado de diferenciación tumoral.  
  
                                                                                   

          Total                                                               13                       1                   9                27 
                

  
  

  

Grado de diferenciación tumoral Negativa Esporádica Focal  Difusa  

 Carcinoma bien diferenciado  6 (60%)  0 (0%)  0 (0%) 4 (40%)  

Carcinoma moderadamente diferenciado  3 (30%)   1 (10%)     3 (30%)  3 (30%)  

Carcinoma inmaduro  2 (20%)  0 (0%)  4 (40%)  4 (40%)  

Carcinoma inmaduro e indiferenciado      0 (0%) 0 (0%)  2 (20%)  8 (80%)  

Misceláneos 2 (20%)  0 (0%) 0 (0%) 8 (80%)  
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Figura Nº 3. Sobrexpresión inmunohistoquímica de p16INK4a en los casos de carcinoma epidermoide de cuello uterino estudiados. 

 
 

Discusión      

  
El estudio que presentamos se llevó a cabo para examinar el patrón de sobrexpresi ón inmunohistoqu ímica de la proteína inhibidora de kinasa dependiente de ciclina 

p16INK4a  en carcinoma epidermoide de cuello uterino. 

  

El papel causal de la infección persistente por papilomavirus humano de alto riesgo oncogénico en el desarrollo de cáncer de cuello uterino está actualmente bien 

establecido (Bosch et al 1995; Walboomers et al, 1999; Bosch et al, 2002; Muñoz et al 2003). Por otra parte, se ha reportado una fuerte sobrexpresión de p16INK4a en 

diferentes tumores uterinos y específicamente en aquel que se desarrolla a expensas de la mucosa cervical con infección por VPHAR asociada (Sano et al, 1998b; 

Nakashima et al, 1999; Agoff et al, 2003; Klaes et al, 2001; Negri et al, 2003).  

  

En el presente estudio, se encontró que el 74% de los carcinoma epidermoides de cuello uterino de diferentes grados de maduración y diferenciación, mostraron células 

con una inmunotinci ón nuclear y citoplasmática entre difusa y focal para p16INK4a. Estos resultados son semejantes a algunos hallados en la literatura revisada.  

  

En 1998b, Sano y colaboradores estudiaron en 139 biopsias cervicales y genitales la expresión inmunohistoquímica de p16INK4a, observando sobrexpresión marcada de 

esta proteína en todas las lesiones preneoplásicas y también en todos los carcinomas invasivos cervicales, asociadas a infección por VPHAR; sin embargo en condilomas 

acuminados y lesiones intraepiteliales de bajo grado con VHP de bajo riesgo asociado, la inmunoreacción fue leve. En un estudio similar realizado por Klaes et al en el 

2001, el 98% de los carcinomas cervicales invasivos   mostraron sobrexpresi ón marcada de p16INK4a. 

  

Agoff y colaboradores en el 2003, informaron que el 91% de los carcinomas cervicales de su estudio presentaron una fuerte tinción para p16INK4a con la presencia de 

tipos virales de alto riesgo, específicamente del tipo VHP 16, lo que les permitió inferir que la p16INK4a tiene potencial como marcador de pesquisa para neoplasia 

cervical. 

  

Por el contrario, en un estudio realizado por Jin et al (2000) quienes estudiaron la sobrexpresión de p16INK4a y pRb en carcinomas cervicales, reportaron que 25/58 

(43,1%) fueron positivos para p16INK4a y estaba disminuida en las neoplasias intraepiteliales de bajo grado y casos clínicos muy avanzados; Sano et al 1998a también 

obtiene resultados similares en las lesiones intraepiteliales de bajo grado que incluyó en su estudio. A  pesar de ello, los autores concluyen en que la expresión anormal de 

la p16INK4a está relacionada con el desarrollo del cáncer de cuello uterino. 

  

En este estudio, el 26% de los carcinomas epidermoides, sobretodo maduros y también moderadamente diferenciados, fueron inmunotinción negativa para p16INK4a. Kim 

et al 1998, además de otras lesiones cervicales, incluyeron en su estudio 46 pacientes con carcinoma cervical y curiosamente, estos mostraron una expresión disminuida 

de p16INK4a . Estos resultados negativos pueden tener diferentes orígenes, entre ellos: la presencia de excesiva necrosis como ocurre en estadios muy avanzados de la 

enfermedad, excesiva dilución del anticuerpo primario y tipo de clon utilizado, fijación defectuosa del material de biopsia, antigüedad de la muestra y, muy importante el 

tipo de VHP involucrado, ya que como ocurre en el caso de las lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado, la tinción para la p16INK4a podría ser negativa cuando 

está presente un VPH de bajo riesgo (Sano et al, 1998b; Keating et al, 2001).  Es probable que en los carcinomas epidermoides que aún conservan su diferenciación 

como en los casos de nuestro estudio, ocurran eventos moleculares o intervienen otros factores desconocidos o, que el estado de inmunidad celular deficiente prevalezca 

sobre el tipo de VPH implicado. 

Finalmente, 2  de los casos estudiados (1 carcinoma de células pequeñas y 1 carcinoma epidermoide anaplásico) se consideraron negativos por mostrar menos de 5% de 

células teñidas para p16INK4a, probablemente la correcta evaluación visual de la reactividad se vio afectada por la presencia de necrosis y que además estas muestras 

estaban artefactadas y eran muy pequeñas. Con respecto a las citologías cervicovaginales, será necesario realizar investigaciones futuras para reafirmar la utilidad de la 

detección inmunohistoquímica de p16INK4a  en el diagnóstico precoz del cáncer de cuello uterino. 

  

  

Conclusiones      

1. El 74% de los carcinomas epidermoides de cuello uterino mostró sobrexpresión de p16INK4a nuclear y citoplasmática.  
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2. Los tumores de origen epidermoide de cuello uterino con menor grado de diferenciación fueron los más reactivos, 26/50 (52%) .  

3. La expresión de p16INK4a puede verse afectada por una serie de factores, entre ellos los de tipo técnico (antigüedad de las muestras) y aquellos relacionados 

con la naturaleza del tumor o con la respuesta del hospedero afectado.  

4. Considerando la íntima relación existente entre la expresi ón alterada de p16INK4a y el VPH, es fundamental la detección y genotipificación de estos virus en 
las muestras de cuello uterino para así lograr establecer una relación m ás clara con los patrones de expresión de la proteína p16INK4a. 
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