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PALABRAS CLAVE

p16; Introduccion: La proteina p16 es una proteina supresora tumoral. El objetivo del estudio era
Enfermedad comprobar si la tincion p16 se relaciona con la presencia de papilomavirus (subtipos mucosos o
de Bowen; a, VPH-mc) en carcinomas epidermoides (CE) extragenitales (como ocurre en el cérvix y en CE
Carcinoma genitales).

espinocelular; Material y método: Se realizo tincion inmunohistoquimica con p16 a diversas lesiones incluidas
Virus del papiloma en parafina del area genital (8 condilomas, tres CE intraepidérmicos y 7 CE invasores) y del
humano (VPH) area extragenital (20 CE intraepidérmicos tipo enfermedad de Bowen [EB] y 10 CE invasores).

La deteccion de VPH-mc se realiz6 mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Resultados: En el area genital la tincion p16 fue negativa en los condilomas y positiva en los
tres CE intraepidérmicos y en dos CE invasores (29%). Se detectd VPH-mc en 6 condilomas y dos
CE intraepidérmicos (100%, excluyendo tres lesiones que no se pudieron estudiar con PCR) y en
los dos CE invasores positivos para p16. En el area extragenital la tincion p16 fue positiva en
19 EB (95%) y en dos CE invasores (20%). Se detect6 VPH-mc en 4 EB (tincion p16 positiva) y en
un CE invasor (p16 negativa). En los CE intraepidérmicos la tincion p16 fue Gtil para objetivar
si existian focos de microinfiltracion dérmica o invasion de estructuras anexiales normales.
Conclusiones: Segln nuestros resultados la positividad de p16 es independiente de la deteccion
de VPH en los CE extragenitales, al contrario de lo observado en CE genitales. En el area
extragenital la pérdida de proteina p16 en los CE invasores respecto a los CE intraepidérmicos
indicaria progresion tumoral.
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Background and objectives: Positive immunostaining for the tumor suppressor protein p16 is
associated with the presence of mucosal or asubtypes of human papillomavirus (HPV) in cervical
and genital squamous cell carcinoma (SCC). The aim of this study was to determine whether
p16 immunostaining is also associated with mucosal HPV in extragenital SCC.

Material and methods: Paraffin sections of lesions located in the genital region (8 genital warts,
3 intraepidermal SCCs, and 7 invasive SCCs) and extragenital area (29 intraepidermal SCCs
corresponding to Bowen disease and 10 invasive SCCs) were stained for p16 by immunohisto-
chemistry. Mucosal HPV was detected by polymerase chain reaction (PCR).

Results: In the genital area, p16 immunostaining was negative in genital warts and positive in
all 3 intraepidermal SCCs and 2 invasive SCCs (29%). Mucosal HPV was detected in 6 genital
warts and 2 intraepidermal SCCs (100% after exclusion of 3 lesions that could not be analyzed
by PCR) and in the 2 invasive SCCs that were positive for p16. In the extragenital area, 19
intraepidermal SCCs (95%) and 2 invasive SCCs (20%) were immunopositive for p16. Mucosal
HPV was detected in 4 intraepidermal SCCs (p16 immunopositive) and 1 invasive SCC (p16
immunonegative). In intraepidermal SCCs, p16 immunostaining facilitated the identification of
dermal microinfiltration or invasion of normal skin appendages.

Conclusions: According to our results, unlike in genital SCCs, p16 immunopositivity is indepen-
dent of the presence of HPV in extragenital SCCs. Compared with intraepidermal SCCs, the
absence of p16 protein in invasive SCCs in the extragenital area would indicate progression of
the disease.

© 2010 Elsevier Espafa, S.L. and AEDV. All rights reserved.

El gen retinoblastoma (gen Rb) regula el punto G1-S del ciclo
de division celular. Una disfuncién en el gen Rb permitiria
la progresion del ciclo celular, aunque existan alteracio-
nes en el ADN que a(in no hayan sido reparadas'—. En el
cromosoma 9p21 (locus CDKN2A) se codifican dos proteinas
supresoras tumorales, p16INK4a y p14ARF. La proteina supre-
sora p16INK4a (p16) inhibe las quinasas 4 y 6 dependientes
de ciclina D1 (CDK4/6, ciclina D1), cuya funcion es regular
la actividad de la proteina retinoblastoma (Rb) mediante
la fosforilacion de la misma. La pérdida de funcion de p16
genera una inactivacion de Rb por hiperfosforilacion y, por
tanto, una disregulacion y progresion prematura del ciclo
celular'-3.

Se han descrito alteraciones en esta proteina p16 en
relacion con las radiaciones ultravioleta*>, por transmi-
sion genética (como ocurre en la predisposicion familiar
al melanoma)? como consecuencia de mutaciones esponta-
neas, y también provocadas por la accion de papilomavirus
(VPH)®3: los subtipos de VPH mucosos o o (VPH 6, 11, 16,
18, 31, 33, 35..) actuarian sobre el gen Rb y, en consecuen-
cia, se provocaria una sobreexpresion de p16. En concreto,
la proteina E7 de estos subtipos de VPH se uniria al gen Rb
impidiendo la accion de los factores de transcripcion del
mismo®°~'1,

En los carcinomas de cérvix uterinos y en sus lesiones pre-
cursoras se ha demostrado que la positividad con la tincion
para p16 se relaciona con la existencia de VPH mucosos o «
(VPH-mc) de alto grado de oncogenicidad (subtipos 16, 18,
33, 35...). Algo similar ocurriria en los carcinomas epider-
moides del area genital (vulva, pene, periné, etc.)®=°.

En el area extragenital la tincion para p16 seria posi-
tiva en el 80-90% de los carcinomas intraepidérmicos
tipo enfermedad de Bowen (EB)'?2~"%; también se ha des-
crito positividad con la tincion para p16 (en porcentajes
mucho menores) en queratosis actinicas (QA) y en carci-
nomas epidermoides (CE) invasores, aunque los diversos
estudios presentan resultados muy variables e incluso
contradictorios’%1>-18,

Nos planteamos comprobar si la positividad para p16 en
el area extragenital se relaciona con la existencia de VPH-
mc oncogénicos, tal como ocurre en el cérvix uterino y en
CE del area genital®—8. Aunque existen estudios similares, se
trataria del primero realizado en pacientes de nuestro pais,
lo que nos permitiria valorar si existen diferencias entre la
poblacion espaiola y la de otros trabajos previos. Hemos
estudiado diversas lesiones del area genital en cuya etio-
patogenia estan implicados VPH-mc tales como condilomas
acuminados y CE de vulva y pene®’, y en CE del area extra-
genital en los que la implicacion etiopatogénica de estos
subtipos de VPH-mc es discutible, como seria el caso de
los CE intraepidérmicos tipo EB'>~'>, o practicamente inexis-
tente, caso de las QA y CE invasores (en la patogenia de estas
lesiones se ha implicado a los VPH tipo epidermodisplasia
verruciforme o 8, pero no a los VPH tipo mucoso o «10,11).

Todas las preparaciones histoldgicas fueron obtenidas del
archivo de Anatomia Patologica del Hospital Universitario
«Virgen de la Arrixaca», Murcia; todas las muestras esta-
ban incluidas en parafina. Se realizd un estudio descriptivo,
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observacional, sobre la tincion inmunohistoquimica p16 en
48 lesiones:

1. Lesiones genitales: 8 condilomas acuminados y 10 CE de
vulva y pene.

2. Lesiones del area extragenital: 20 CE intraepidérmicos
tipo EB, 8 localizados en la cabeza, dos en las extremi-
dades superiores, 6 en las extremidades inferioresy 4 en
el tronco, y 10 CE invasores, todos ellos localizados en
cabeza.

Todas estas lesiones fueron examinadas de nuevo para
confirmar el diagnéstico. Posteriormente se les realizo la
tincion inmunohistoquimica con p16 mediante la técnica de
inmunoperoxidasa (anticuerpos anti-p16: mtm laboratorios
AG, CINtec Histology Kit, Clon E6H4). Se consideré positivi-
dad para p16 cuando existia tincion de los nucleos celulares,
independientemente de que también existiese tincion cito-
plasmatica. Se considero positividad difusa cuando la tincion
p16 era positiva en mas del 50% de células y/o en todas
las células de varias capas epidérmicas, positividad focal
cuando la tincién era positiva en células aisladas, mas de un
10% y negatividad cuando la tincion era negativa o solamente
era positiva en células aisladas, menos del 10%.

Como control de la tincion inmunohistoquimica p16 se
realizo la técnica de inmunoperoxidasa, pero sin ahadir anti-
cuerpos anti-p16; también se utilizaron las glandulas ecrinas
y las células de la matriz de la glandula sebacea y del foli-
culo piloso normales, que habitualmente son positivas para
la tincion p16.

Los datos fueron procesados mediante el paquete estadistico
SPSS 12.0 para Windows.

Los resultados obtenidos se estudiaron mediante un ana-
lisis de tablas de contingencia con la prueba de Chi-cuadrado
de Pearson, considerando significativos los riesgos de error
inferiores al 5% (p <0,05). Cuando existian pocos casos se
realizo la prueba exacta de Fisher.

Los bloques de parafina objeto de este estudio se cortaron
en 5 secciones de 4 pm, empleando una cuchilla nueva por
caso. La extraccion del ADN se realizo empleando el sistema
automatico Maxwell 16 (Promega, Madison, USA) y el kit Case
Work DNA extraction (Promega, Madison, USA); 100 ng/l de
ADN se usaron para realizar dos amplificaciones por reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR): una empleando los ceba-
dores GP5+/6+ y otra empleando el sistema de cebadores
SPF. Se emple6 como control enddgeno la amplificacion de
un fragmento del gen humano TBXAS1".

Los casos se consideraron negativos para VPH cuando
no se obtuvo producto de PCR en ninguna de las amplifi-
caciones en las que se emplearon los cebadores GP5+/6+
y SPF, y la amplificacion del gen humano TBXAS1 resulto
positiva. Los casos amplificados con GP5+/6+y/o SPF se tipa-
ron empleando el kit de tipaje Hybribio HPV genoarray kit
(Hybribio, Hong Kong, China). Este kit detecta los genotipos

de VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66,
68 (alto riesgo), 6, 11, 42, 43, 44 (bajo riesgo), 53 y CP8340
(genotipos de riesgo indeterminado). Los casos que fueron
negativos para este tipaje se secuenciaron empleando el Abi
Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, EE. UU.).

Los principales resultados se pueden observar en las tablas
1y2.

La tincion inmunohistoquimica con p16 fue negativa en 5
de los 8 condilomas acuminados (positividad sélo en células
aisladas, menos del 10%) (figs. 1A y 1B). En los otros tres
condilomas observamos positividad focal (en células aisladas
y positividad mas intensa y difusa en un area del condiloma)
(figs. 1C y 1D); en una de estas areas con mayor positividad
se evidencid una zona de displasia severa-CE in situ (fig. 2).

Hubo dos condilomas que presentaban el ADN alterado
o degradado, «muestra inhibida», por lo que no se pudo
estudiar si existian VPH o no. Los otros 6 condilomas si se
pudieron analizar y se detecté VPH-mc de bajo riesgo en
todos ellos: en 4 casos VPH-6 y en dos VPH-11. En los tres
casos con un area de mayor positividad para p16 (positivi-
dad focal) se detectd VPH-6 en dos de ellos, y VPH-11 en el
caso en que se evidenci6 un CE in situ. En el resto de los
condilomas, p16 negativos, se detecté VPH-6 en dos casos,
VPH-11 en un caso y dos muestras con el ADN alterado.

Respecto a los 10 CE, tres CE se consideraron intraepidér-
micos y fueron positivos para p16 (figs. 3A-3D); se detecto
VPH-33 y VPH-6 en dos de ellos, mientras que en el tercero
el ADN estaba degradado. En dos de estos CE intraepidérmi-
cos se observé algun foco de microinfiltracion en la dermis
que también fue positivo para p16 (fig. 3C).

Los otros 7 CE eran CE invasores, 5 negativos para
p16, positividad sélo en células aisladas, menos del 10%,
(figs. 3E'y 3F) y dos casos positivos. Se detecté VPH-mc de
alto riesgo, VPH-33 y VPH-16, en los dos casos positivos con
p16; en los otros 5 CE invasores, negativos para p16, no
detectamos VPH-mc.

Observamos positividad de forma difusa en 19 de los
20 CE intraepidérmicos tipo EB (tincion p16 positiva en
todas las capas epidérmicas afectas por el CE intrae-
pidérmico) (fig. 4); la positividad era similar en toda
la lesion de CE intraepidérmico, independientemente de
que existiese en la misma un mayor o menor grado de
displasia.

Detectamos VPH-mc de alto riesgo en 4 EB: en dos casos
VPH-16 y en otros dos una infeccion mixta, VPH 16 y 11 en
uno y VPH 35y 11 en otro, todos positivos para p16. Tres de
estos 4 CE intraepidérmicos tipo EB que presentaban VPH
estaban localizados en la cabeza y el cuello y el otro en la
pierna.

La tincion p16 fue negativa en 8 de los 10 CE invasores;
esta negatividad se observaba en la zona invasora de
estos 8 CE, mientras que en la epidermis adyacente a los
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Tabla 1 Tincion para p16 en lesiones del area genital

VPH+ VPH- Comentario
Condilomas P16 + 3 (f) ° Negatividad, s6lo positividad en células aisladas. Positividad focal en 3
acuminados P16 — 3 - condilomas con un area de positividad difusa (CE in situ en una de estas areas)
CE intraepid. P16 + 2 = Tincion positiva en focos de microinfiltracion en dermis (2 de los 3 CE
P16 — - - intraepidérmicos)
CE invasores P16 + 2 = CE invasores negativos para tincion p16 (positividad solo en células aisladas)
P16 — - 5

Los dos casos en que se detecto VPH correspondian a los dos casos p16+

CE: carcinoma espinocelular; (f): positividad focal; VPH +: deteccion de VPH mediante reaccion en cadena de polimerasa (PCR).

Tabla 2 Tincion para p16 en carcinomas espinocelulares del area extra-genital (%)

VPH+ VPH —  Comentario
Enf Bowen P16 + 4 15 Positividad difusa e intensa en todas las capas epidérmicas de la EB
P16 — - 1 4 casos con VPH (predominio de VPH-16)
CE P16 + - 2 En los 8 casos p16 negativos, positividad focal en la epidermis adyacente al
invasores P16 — 1 7 CE invasor (zonas con displasia y/o QA). Un caso con VPH-16

+/total: Casos en que se detectd VPH/total de lesiones correctamente analizadas con PCR; CE: carcinoma espinocelular; EB: enfermedad
de Bowen; PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; QA: queratosis actinica.

Figura 1 Ay B: Tincion para p16 negativa en condilomas acuminados (positividad solamente en algunas células aisladas) (A:
p16x16, H-E x16 en recuadro inferior izquierdo. B: p16x40). C-D: condiloma de vulva con un area positiva para p16, sin signos
histoldgicos de carcinoma (D y E: H-E x100, p16x100. Panoramica x40 en recuadros).
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Figura 2
x100; B-D: p 16x16, p16x100).

carcinomas se observaba positividad focal (se trataba de
areas fotodanadas, con displasia severa y/o lesiones de CE
intraepidérmico tipo QA) (fig. 5). Detectamos VPH-mc sélo
en un caso, VPH-16, negativo para la tincion con p16 (este
caso estaba localizado en el pabellon auricular).

Respecto al estudio estadistico, en lesiones del area
extragenital no hemos encontrado relacion entre la positivi-
dad o negatividad con p16 y la existencia de VPH-mc, ni en
CE intraepidérmicos tipo EB ni en CE invasores. En el area
genital si que existe relacion entre la positividad con p16
en CE y la existencia de VPH-mc (prueba exacta de Fisher,
p=0,008).

Por otro lado, la tincion p16 es positiva en los CE intraepi-
dérmicos (considerando la totalidad de CE intraepidérmicos,
genitales y extragenitales) y negativa en los CE invasores
(p <0,0001). Si diferenciamos entre CE localizados en el area
genital y extragenital esta relacion sdlo persiste en los CE
extragenitales (p <0,0001).

Discusion

En el CE del cérvix y de la region genital la positividad con
la tincion p16 se relaciona con VPH oncogénicos (subtipos
mucosos 0 o, VPH-mc)®~°. Sin embargo, esta relacién con

\
N |
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e
-

Condiloma acuminado en vulva con un area de displasia severa-CE in situ positiva para tincion p16. (A-C: H-E x16, H-E

VPH-mc no esta tan clara en los CE extragenitales (sobre
todo en los CE intraepidérmicos tipo EB'2~'3). En nuestro
estudio no hemos encontrado relacion entre VPH-mc y la
tincion p16 en el area extragenital, ya que esta es positiva
0 negativa independientemente de que detectemos VPH-mc
o no). En el area extragenital la tincion p16 es positiva en
la mayoria de CE intraepidérmicos tipo EB, 19 de 20 EB en
nuestro estudio, en concordancia con los estudios previos
sobre p16 en EB'2'>, Hemos comprobado que existen VPH-
mc de alto riesgo en 4 EB, 20%, los 4 positivos con la tincion
p16. Sin embargo, la tincion p16 es positiva en casi todas
las EB, se detecten VPH-mc o no. Willman et al' obtienen
unos resultados similares, y concluyen que la tincion p16
es positiva en la mayoria de los CE intraepidérmicos tipo
EB, independientemente de que exista VPH (aunque soélo
encuentran VPH-mc en 3 de 20 casos [15%] analizados').
Algunos estudios de finales de los anos 90 detectan VPH-mc
en un porcentaje muy alto de EB extragenitales: Clavel et
al? detectan VPH-mc en 78 de 94 EB, un 83%; otros autores
encuentran porcentajes de VPH-mc similares en EB localiza-
das en las manos?"22, Por el contrario, otros estudios sobre
EB no detectan VPH-mc o lo hacen en porcentajes mucho
mas bajos, en torno al 15-30%'""23-25, Esta gran variabilidad
de resultados podria deberse a diversos motivos: los subtipos
de VPH estudiados, las distintas técnicas empleadas de PCR
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Figura 3

Ay B: Carcinoma intraepidérmico de pene (PeIN). Tincion positiva para p16 en tercio inferior de epidermis (PeIN-1) (A

y B: H-E x40, p16x40, panoramica x16 en recuadros). C: Carcinoma intraepidérmico de vulva (VIN), positivo para p16 en toda la
epidermis (VIN-1I1), con algin foco microinfiltrante en dermis (p16x40, panoramica x16 en recuadro). D: Carcinoma intraepidérmico
de pene. Tincion positiva en toda la epidermis (PeIN-l11) (p16x40, panoramica x16 en recuadro). E-F: Carcinoma epidermoide invasor
de vulva, tincion p16 negativa en el tumor (E: p16x40, panoramica x16 en recuadro. F: p16x100).

e hibridacion in situ, la localizacion de las lesiones (en lesio-
nes de manos podria deberse a autoinoculacion), el tipo de
muestra (en fresco, congeladas o en parafina; la deteccion
de VPH mediante PCR es menor en muestras en parafina por
una posible degradacion del ADN), asi como la existencia de
falsos positivos''. También podria ser que el VPH provoque
cambios oncogénicos hasta un «punto de no retorno» y des-
pués «desaparezca» o sea eliminado por el sistema inmune,
con lo que seria indetectable?®?’. Por (ltimo, puede que
solo exista relacion entre los VPH-mc y la EB extragenital en
algunos casos aislados.

Por otra parte, en el area extragenital la positividad para
p16 en las EB podria deberse no al efecto de VPH-mc, sino
al efecto de la radiacion ultravioleta o a alteraciones en el
ciclo celular®'17,

En nuestro estudio hemos podido comprobar que exis-
ten VPH-mc de alto grado de oncogenicidad como el VPH-16
en algunos de estos CE tipo EB y en CE invasores extra-
genitales, aunque se trate de lesiones aisladas (4 EB y un
CE invasor; 4 de estas 5 lesiones estaban localizadas en la
cabezay el cuelloy otra en la pierna). Se harelacionado a los
VPH tipo epidermodisplasia verruciforme o 8 (VPH-ev) con la
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aparicién de CE en piel extragenital. Sin embargo, estos
VPH-ev no actuarian sobre el gen Rb-proteina p16, ya que
la proteina E7 tiene muy poca afinidad por el gen Rb, y sus
mecanismos oncogénicos son distintos a los de los VPH-mc'".
Es posible que existan VPH-ev en algunos de los CE extrage-
nitales de nuestro trabajo, ya que la técnica de PCR utilizada
solo detecta VPH-mc.

Desde un punto de vista meramente practico, la tincion
p16 es positiva difusamente en la mayoria de los CE intrae-
pidérmicos, por lo que puede ser Util en el estudio de estos
CE, tanto en el area genital como en el area extragenital. En
los casos que son positivos la tincion p16 ayuda a delimitar
bien estas lesiones, asi como a objetivar si existe invasion
de estructuras anexiales normales o si existe algun foco
de microinfiltracion en la dermis (en el area extragenital,
aunque la piel perilesional fotodanada también puede ser
positiva para p16, se trataria de positividad focal, en célu-
las aisladas, mientras que en la EB se observa positividad
difusa en todas las capas afectas por la EB).

En los CE invasores extragenitales la tincion p16 es nega-
tiva en la zona invasora del CE (negatividad en 8 de 10 CE
invasores extragenitales) y positiva focalmente en la epider-
mis adyacente al CE (areas fotodanadas, con displasia severa
y/o lesiones de queratosis actinica, QA). Esta pérdida de la
proteina p16 en los CE invasores respecto a los CE intraepi-
dérmicos o a la epidermis adyacente al tumor podria indicar

%{F i e Vs S TR HEE

Figura 4  Tincion intensamente positiva para p16 en dos casos de enfermedad de Bowen extragenital (A-C: H-E x40, panoramica
x16 en recuadros. B-D: p16x40, panoramica x16 en recuadros).

progresion tumoral o la evolucion hacia una fase invasora,
tal como concluyen estudios previos®'¢, y de forma similar
a lo que ocurre en algunos melanomas?.

Por otra parte, no hemos encontrado diferencias entre
los resultados de nuestro trabajo, referentes a poblacion
espanola, y los de otros estudios previos realizados en otros
paises.

Respecto a los resultados sobre CE del area genital, en
nuestro trabajo, la mayoria de CE invasores de vulva o pene
son negativos para tincion p16, un resultado que nos sor-
prendid. Parece ser que casi la totalidad de CE de cérvix
se originan a través de una Unica via oncogénica, asociada
con VPH-mc, y tanto los CE intraepiteliales (CIN) como los
CE invasores se relacionarian con VPH-mc oncogénicos y
serian p16 positivos®2°. Sin embargo, en la vulva y el pene
podrian existir otras vias oncogénicas no relacionadas con
los VPH-mc. En la vulva se detectan VPH-mc de alto grado
de oncogenicidad, mayoritariamente VPH-16 en el 75-80% de
los CE intraepiteliales (VIN); se trataria de lesiones multifo-
cales, en pacientes jovenes, asociadas sobre todo al subtipo
histoldgico verrucoso y basaloide, y que no suelen progresar
a CE invasor. El 20-25% restante suelen ser lesiones uni-
focales, en pacientes de mas edad, asociadas al subtipo
histoldgico diferenciado, que progresan a CE invasor mas fre-
cuentemente y en cuya etiopatogenia no estarian implicados
los VPH-mc. La mayoria de CE invasores de vulva derivarian
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Figura 5

Carcinoma epidermoide invasor de area extragenital. Tincion focalmente positiva para p16 en epidermis adyacente al

carcinoma con displasia severa y/o queratosis actinica, negativa en el area invasora del tumor (A-C: H-E x40, panoramica x16 en

recuadros. B-D: p16x40, panoramica x16 en recuadros).

de estos VIN diferenciados, y solo se detectan VPH-mc onco-
génicos en un 20% de estos CE invasores?. La tincion p16 es
positiva en aquellos CE relacionados con VPH-mc oncogé-
nicos, la mayoria de VIN, y negativa en los CE en que no
existe relacion con VPH-mc, la mayoria de CE invasores’.
Esto explicaria nuestros resultados: aunque hemos estudiado
muy pocos casos, de los 7 CE invasores solo dos eran positivos
para p16: en estos dos casos positivos detectamos VPH-mc
de alto grado, mientras que en los 5 casos negativos para p16
no detectamos VPH-mc. Los tres CE intraepidérmicos eran
positivos con la tincion p16 y detectamos VPH-mc en dos
de ellos (el otro no se pudo estudiar porque el ADN estaba
degradado).

En condilomas acuminados la tincion p16 suele ser
negativa®®, en concordancia con nuestros resultados (posi-
tividad solo en algunas células aisladas en todos los casos,
junto a positividad focal en tres condilomas que presenta-
ban un area difusamente positiva). El desarrollo de CE en
el interior de condilomas acuminados se relaciona con areas
intensamente positivas para la tincion p16%. En uno de nues-
tros casos la tincion p16 nos permitié diagnosticar cambios
hacia displasia severa o CE in situ (un area con positivivi-
dad para p16 mas intensa y difusa; se puede valorar en la
figura 2). Existian otros dos condilomas con un area positiva
para p16, pero sin signos evidentes de CE in situ; estas areas

podrian corresponder a cambios preneoplasicos (se detecta-
rian mas precozmente los cambios bioquimicos o genéticos
que los cambios citolégicos e histoldgicos). Es decir, la tin-
cion p16 podria ser Gtil para detectar cambios neoplasicos
en los condilomas acuminados; no debemos olvidar que el
VPH-6 y el VPH-11, implicados en la mayoria de condilomas
y en los casos de nuestro estudio, aunque con bajo potencial
oncogénico, contindan siendo oncogénicos?.

Como conclusion, en nuestro estudio no hemos encon-
trado relacion entre la positividad con p16 y la existencia
de VPH-mc en CE extragenitales; en CE genitales, aunque se
trata de un nimero reducido de lesiones, si que existe rela-
cion entre positividad para p16 y VPH-mc oncogénicos, en
concordancia con estudios previos®—®. Pensamos que nues-
tro trabajo, al analizar distintos carcinomas de piel genital
y extragenital, aporta una «vision global» de la tincion p16.

Hemos detectado VPH-mc de alto grado de oncogenici-
dad, como el VPH-16, en algunos carcinomas aislados, la
mayoria localizados en la cabeza y el cuello. Por otra parte,
hemos comprobado como la tincion inmunohistoquimica con
p16 puede ser (til en el estudio de CE intraepidérmicos,
tanto en el area genital como extragenital. Aunque serian
necesarios mas estudios con un nimero mayor de casos, la
pérdida de la proteina p16 en los CE extragenitales indicaria
progresion tumoral o evolucion a una fase invasora.



Tincion inmunohistoquimica p16 en carcinomas epidermoides del area genital y extragenital

447

Los autores declaran no tener ningln conflicto de intereses.

10.

1.

12.

13.

. Martorell-Calatayud A,

. Conscience |,

. Tsoumpou

. Hodges A, Smoller BR. Immunohistochemical comparison of p16

expression in actinic keratoses and squamous cell carcinomas
of the skin. Mod Pathol. 2002;15:1121-5.

Requena C, Botella-Estrada R,
Sangiieza OP. Novedades en biologia molecular y su aplicacion
en el diagnostico y el tratamiento del melanoma. Actas
Dermosifiliogr. 2009;100(Supl.1:Spl):52—65.

. Mortier L, Marchetti P, DelaPorte E, Martin de Lassalle E,

Thomas P, Piette F, et al. Progression of actinic keratosis to
squamous cell carcinoma of the skin correlates with deletion
of the 9p21 region encoding the p16 (INK4a) tumor suppressor.
Cancer Left. 2002;176:205—14.

. Pavey S, Conroy S, Russel T, Gabrielli B. Ultraviolet radia-

tion induces p16 expression in human skin. Cancer Res.
1999;59:4185—9.

Jovenin N, Coissard C, Lorenzato M,
Durlach A, Grange F, et al. P16 is overexpressed in cuta-
neous carcinomas located on sun-exposed areas. Eur J
Dermatol. 2006;16:518—22.

. Yildiz I1Z, Usubutun A, Firat P, Ayhan A, Kucukali T. Efficiency of

immunohistochemical p16 expression and HPV typing in cervi-
cal squamous intraepithelial lesion grading and review of the
p16 literature. Pathol Res Pract. 2007;203:445—9.

. Sano T, Oyama T, Kashiwabara K, Fukuda T, Nakajima T.

Expression status of p16 protein is associated with human
papillomavirus oncogenic potential in cervical and genital
lesions. Am J Pathol. 1998;153:1741—8.

I, Harbin M, Kyrgiou M, Wentzensen N,
Koliopoulos G, Martin-Hirsch P, et al. p16 (INK4a) immu-
nostaining in cytological and histological specimens from the
uterine cervix: a systematic review and meta-analysis. Cancer
Treat Rev. 2009;35:210—-20.

. OiNeill CJ, McCluggage WG. P16 expression in the female

genital tract and its value in diagnosis. Adv Anat Pathol.
2006;13:8—15.

Harwood CA, Surentheran T, Sasieni P, Proby CM, Bordea C,
Leigh IM, et al. Increased risk of skin cancer associated with the
presence of epidermodysplasia verruciformis human papillo-
mavirus types in normal skin. Br J Dermatol. 2004;150:949—-57.
Corbalan-Velez R, Ruiz-Macia JA, Brufau C, Carapeto FJ.
Carcinoma espinocelular cutaneo y papilomavirus. Actas Der-
mosifiliograf. 2007;98:583—93.

Salama ME, Mahmood MN, Qureshi HS, Ma C, Zarbo RJ, Oramsby
AH. p16INK4a expression in actinic keratosis and Bowen’s
disease. Br J Dermatol. 2003;149:1006—12.

Auepemkiate S, Thongsuksai P, Boonyaphiphat P. P16 (INK4A)
expression in Bowen’s disease and Bowenoid papulosis. J Med
Assoc Thai. 2006;89:1460—5.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Wilman JH, Heinz D, Golitz LE, Shroyer KR. Correlation of p16
and pRb expression with HPV detection in Bowen’s disease. J
Cutan Pathol. 2006;33:629—33.

Murao K, Kubo Y, Takiwaki H, Arase S, Matsumoto K. Bowen’s
disease on the sole: p16INK4a overexpression associated with
human papillomavirus type 16. Br J Dermatol. 2005;152:170—3.
Pacifico A, Goldberg LH, Peris K, Chimenti S, Leone G, Anant-
haswamy HN. Loss of CDKN2A and p14 ARF expression occurs
frequently in human non melanoma skin cancers. Br J Derma-
tol. 2008;158:291—7.

Eshkoor SA, Ismail P, Rahman SA, Mirinargesi M, Oshkour SA.
Increased protein expresion of p16 and cyclin D1 in squamous
cell carcinoma tisues. Biosci Trends. 2009;3:105—9.

Soufir N, Moles JP, Vilmer C, Moch C, Verola O, Rivet J, et al.
p16 UV mutations in human skin epithelial tumors. Oncogene.
1999;18:5477—81.

Sotlar K, Diemer D, Dethleffs A, Hack Y, Stubner A, Vollmer
N, Menton S, Menton M, Dietz K, Wallwiener D, Kandolf R,
Bultmann B. Detection and typing of human papillomavirus by
e6 nested multiplex PCR. J Clin Microbiol. 2004;42:3176—84.
Clavel CE, Pham-Huu V, Durlach AP, Birembaut PL,
Bernard PM, Derancourt CG. Mucosal oncogenic human
papillomaviruses and extragenital Bowen disease. Cancer.
1999;86:282—7.

Pham-Huu V, Derancourt C, Clavel C, Durlach A, birembaut
P, Bernarnd P. Oncogenic mucosal human papillomaviruses
in Bowen’s disease of the hands. Ann Dermatol Venereol.
1999;126:808—12.

Mitsuishi T, Sata T, Matsukura T, Iwasaki T, Kawashima M. The
presence of mucosal human papillomavirus in Bowen’s disease
of the hands. Cancer. 1997;79:1911—7.

Zheng S, Adachi A, Shimizu M, Shibata S, Yasue S, Sakakibara A,
et al. Human papillomaviruses of the mucosal type are present
in some cases of extragenital Bowen’s disease. Br J Dermatol.
2005;152:1243—7.

Quereux G, N’Guyen JM, Dreno B. Human papillomavirus and
extragenital in situ carcinoma. Dermatology. 2004;209:40—5.
Harwood CA, Proby CM. Human papillomaviruses and non-
melanoma skin cancer. Curr Opin Infect Dis. 2002;15:1012—4.
Aubin F, Humbey O, Guérrini JS, Mougin C, Laurent R. Can-
cers cutanés non mélaniques et papillomavirus humains. Ann
Dermatol Venereol. 2003;130:1131—8.

Zur Hausen H. Papillomavirus infections: a major cause of
human cancers. Biochem Biophys Acta. 1996;1288:55—78.
Alonso SR, Ortiz P, Pollan M, Perez-Gomez B, Sanchez L,
Acuna MJ, et al. Progresion in cutaneous malignant mela-
noma is associated with distinct expresion profiles: a tissue
microarray-based study. Am J Pathol. 2004;164:193—203.
Lynch PJ. Neoplasias y quistes vulgares. En: Dermatologia Obs-
tétrica y Ginecolodgica, 3.9 ed. Martin Black, Ambros-Rudolph
CM, Edwars L, Lynch PJ, editores. Barcelona: Elsevier Espana
SL Edit.; 2009. p. 282-8.

Su XY, Lai W, Zhu HL, Su ZL, Guo SZ, Lin SX. Predicting canceri-
zation of condyloma acuminatum by testing expresion of p16.
Ai Zheng. 2004;23:1346—9.



	Tincin inmunohistoquimica p16 en carcinomas epidermoides del area genital y extragenital
	Introduccin
	Material y metodo
	Analisis estadistico
	Estudio de virus del papiloma humano mediante reaccin en cadena de polimerasa

	Resultados
	Lesiones genitales
	Lesiones extragenitales

	Discusin
	Conflicto de intereses
	Bibliografía


