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INMUNOHISTOQUIMICA DE P16 Y P53 EN CANCER DE VULVA
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Resumen El carcinoma escamoso vulvar puede desarrollarse de manera asociada o independiente a la infeccion
por HPV. La relacion entre la patogénesis, la clasificacion, el perfil inmunohistoquimico, y el pro-
nostico ha sido estudiada con algunas discrepancias. El objetivo del trabajo fue observar la concordancia cla-
sicamente descripta que asocia a los carcinomas queratinizantes con la ausencia de infeccién por HPV y a los
carcinomas warty y basaloides con la presencia de dicho virus. Para ello, revisamos la clinica, la morfologia y el
inmunofenotipo de 39 casos de nuestro hospital. Los tumores fueron clasificados histolégicamente en carcinomas
escamosos queratinizantes clasicos (30), warty (5) y basaloides (4). En el andlisis estadistico la expresiéon de p16
fue asociada de manera significativa con una edad menor al momento del diagnéstico (p = 0.0025), presencia de
lesion intraepitelial escamosa de alto grado (p < 0.0001), coilocitosis (p = 0.02), y subtipo morfolégico (p = 0.02);
y fue inversamente asociado con la expresién de p53 (p < 0.0001) y con el liquen escleroso (p = 0.0051). Resulta
peculiar que, de los casos estudiados, 4 carcinomas queratinizantes coexpresaron p16 y p53. Un solo tumor
de tipo warty resulté negativo para p16 y positivo para p53, y 9 queratinizantes resultaron positivos para p16
y negativos para p53. Si bien estos hallazgos indican que con la sola utilizaciéon de la hematoxilina y eosina
podrian definirse de manera correcta los tumores asociados al HPV, sugerimos fuertemente la realizacion de
inmunohistoquimica, especialmente en carcinomas escamosos queratinizantes en pacientes jévenes o con historia
de HPV.
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Abstract  Immunohistochemistry of p16 and p53 in vulvar cancer. Squamous cell carcinoma of the vulva
may develop in association or independently of HPV infection. The relationship between pathogenesis,
classification, immunohistochemical profile and prognosis has been studied in the literature with some discrepan-
cies. The aim of this study was to observe the classical association of keratinizing carcinomas with the absence
of HPV infection and warty and basaloid carcinomas with the presence of this virus. Therefore, we reviewed
the clinic, morphology, and immunophenotype of 39 cases. The tumors were histologically classified into classic
keratinizing squamous carcinoma (30), warty (5) and basaloid (4). In the statistical analysis, diffuse expression
with p16 was significantly associated with younger age (p = 0.0025), presence of high-grade intraepithelial le-
sion (p < 0.0001), koilocytosis (p = 0.02), and morphological subtype (p = 0.02), and was inversely associated
with the expression of p53 (p < 0.0001) and the presence of lichen sclerosus (p = 0.0051). It is curious that
4 keratinizing carcinomas of the cases studied presented coexpression of p16 and p53. Only one warty tumor
was negative for p16 and positive for p53, and 9 keratinizing tumors were positive for p16 and negative for p53.
Although these findings show that the use of hematoxylin and eosin could correctly define tumors associated
with HPV, we strongly suggest the performance of immunohistochemistry, especially in squamous keratinizing
classic carcinomas in young patients with a history of HPV.
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El carcinoma escamoso vulvar (CEV) representa el
5% de los tumores malignos del tracto genital inferior y
corresponde al 83% de los tumores vulvares'. Al momen-
to, no hay estadisticas de la prevalencia de este tumor en
nuestro pais. Sin embargo, anualmente se diagnostican
44 235 casos nuevos a nivel mundial®.
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Estos tumores comprenden un grupo heterogéneo de
lesiones. Clasicamente se identificaron dos variantes mor-
foldgicas que se clasificaron como carcinomas asociados
a HPV (warty y basaloide) y carcinomas independientes
de HPV (queratinizantes clasicos)?.

Los mismos presentan dos vias carcinogénicas dis-
tintas. Los carcinomas asociados a HPV afectan por lo
general a las mujeres jévenes. En cambio, los tumores
independientes de HPV se relacionan con liquen escle-
roso y con neoplasia intraepitelial vulvar diferenciada
(VINd), y se presentan predominantemente en mujeres
mayores.



128

Aunque su frecuencia es variable, los tumores inde-
pendientes de HPV representarian dos tercios de los
CEV a nivel mundial*. Sin embargo, en la practica diaria
se observa superposicion entre ambas morfologias, iden-
tificandose principalmente carcinomas queratinizantes
asociados al HPV.

En este trabajo comunicamos nuestra experiencia con
los CEV para caracterizar la relacion entre la clinica, la
morfologia, la inmunohistoquimica y la evolucién de las
pacientes. Nuestro objetivo es lograr determinar si la mor-
fologia observada con hematoxilina y eosina es suficiente
para efectuar diagnosticos de certeza o si es necesario
efectuar técnicas inmunohistoquimicas suplementarias
para determinar de manera mas exacta el estatus de
HPV en los tumores.

Materiales y métodos

Identificamos en la base de datos de nuestro hospital una
cohorte de 39 pacientes tratadas con cirugia primaria para
CEV, desde el 1 de enero de 2006 hasta el 31 de julio de
2018. Realizamos una revision retrospectiva de registros
médicos para obtener sus datos (edad, tabaquismo, motivo
de consulta, clinica), tratamientos efectuados y seguimiento.
Para ser elegibles para su inclusién, se debia contar con los
preparados histolégicos y tacos de parafina completos para
su revision. Se excluyeron los carcinomas verrugosos.

Dos patdlogos revisaron todos los casos para certificar
tipo y grado histolégico, lesiones adyacentes concomitantes,
margenes de reseccion, estadio patolégico y compromiso
de los ganglios linfaticos. Los carcinomas se subdividieron
en basaloide, warty y queratinizantes clasicos, segun los
criterios de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)® de
2014. La clasificacion histologica fue reevaluada sin conocer
los resultados inmunohistoquimicos.

Se selecciond el taco de tumor mas representativo y en
los 39 efectuamos técnicas de inmunohistoquimica para p16
y p53. Se cortaron secciones de 5 micrones de los tacos de
parafina y se efectud la técnica utilizando el sistema Ventana
para p16 (CINtec, Roche) y para p53 (anticuerpo monoclonal
Biogenex anti proteina p53 [DO7]). Se utilizé como control
para la proteina p16 un carcinoma escamoso de cuello uterino
y para la proteina p53 un carcinoma seroso del ovario. Los
resultados fueron analizados a ciegas, desconociendo las
caracteristicas clinico-patolégicas de las pacientes. La positi-
vidad para p53 se definié como la tincion de mas del 50% de
los nucleos tumorales o ausencia completa de su expresion
(null). La p16 se considerd positiva en aquellos casos en los
que mas del 70% del tumor presentaba tincion fuerte y difusa,
nuclear y citoplasmatica®.

Se efectud el andlisis estadistico utilizando el test exacto
de Fisher para variables categéricas y test t/ANOVA para
variables continuas. Un valor p < 0.05 fue considerado esta-
disticamente significativo.

Resultados

Las caracteristicas clinicopatoldgicas de las 39 pacientes
se resumen en la Tabla 1. La media de edad fue de 64
afos (rango 32 a 88). Dieciséis (41%) consultaron por
prurito vulvar. Veinticinco (64%) se encontraban en es-
tadio | al momento del diagndstico. Ninguna se presentd
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en estadio IV. La mayoria (27, un 69%) fueron tratadas
con vulvectomias radicales, 2 con vulvectomias simples y
10 fueron sujetas a resecciones amplias. En 29 (74%) se
resecaron ganglios linfaticos mediante linfadenectomias.

El tamafio tumoral promedio fue de 3.8 cm (rango: 0.2
a 7.8 cm). Nueve fueron clasificados morfolégicamente
como subtipos asociados al HPV: 4 basaloides y 5 warty
(Tabla 2). Estos subtipos se asociaron de manera signi-
ficativa con lesion intraepitelial escamosa (SIL) de alto
grado (6 casos). Los restantes 30 CEV fueron clasificados
como queratinizantes, variante clasica.

Cinco tumores presentaron margenes positivos y
nueve invasion vasculolinfatica. En el epitelio escamoso
adyacente se observo SIL de alto grado en 13 casos, VINd
en 12 casos y liquen escleroso en 24. En tres casos habia
liquen escleroso y SIL de alto grado de manera concomi-
tante. Veinte tumores (51%) tenian patrén de crecimiento
predominantemente expansivo, 10 (26%) cordonado, y 9
(23%) de tipo spray. En solo seis habia mas de 50% de
linfocitos estromales intratumorales.

Nueve pacientes recibieron radiacion post quirurgica.
Nueve presentaron recurrencia luego del tratamiento
primario y 6 murieron por la enfermedad con un tiempo

TABLA 1.— Carcinoma escamoso vulvar. Caracteristicas
clinicopatoldgicas

Edad, media (rango) 64 (32-88)
Estadio (n [%])

Estadio | 25 (64)

Estadio Il 2 (5)

Estadio Ill 12 (31)

Estadio IV 0
Tratamiento quirdrgico (n [%])

Vulvectomia radical 27 (69)

Vulvectomia simple 2 (5)
Escision local amplia 10 (26)
Margenes quirurgicos (n [%])

Positivos 5(13)

Negativos 34 (87)
Radioterapia adyuvante (n [%]) 9 (23)

TABLA 2.— Tipos de carcinomas escamosos vulvares en
nuestra muestra (segun OMS 2014) (n [%])

Queratinizantes 30 (77)
Warty 5 (13)
Basaloides 4 (10)




CANCER DE VULVA

de supervivencia medio de 17 meses desde el momento
del diagnéstico (rango: 2 a 32 meses).

Doce (41%) presentaron ganglios positivos y 17 ne-
gativos (59%).

La expresion de p16 fue positiva en 20 casos y la
de p53 fue positiva en 22 (19 sobreexpresion, 3 null)
(Tabla 3, Fig. 1). En un caso de carcinoma basaloide no
pudo realizarse la inmunohistoquimica por desgaste del
taco de parafina.

Entre los tumores warty y basaloides, 7 (87.5%) ex-
presaron positividad para p16. En esta categoria uno solo
demostré positividad exclusiva para p53 (12.5%) (Fig. 2).
En contraste, entre los 30 tumores queratinizantes, 13
(43%) demostraron positividad para p16 (Fig. 3) y 21
(54%) fueron positivos para p53. La positividad dual para
p16 y p53 fue observada en 4 casos (Tabla 3).

Una de las pacientes comenzé en el afio 2011 con un
carcinoma escamoso queratinizante G2 con SIL de alto
grado adyacente y coexpresion de p16 y p53. En el afio
2018 se le diagnostica Vind y liquen escleroso.
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La p16 divide a las pacientes en dos categorias clinico-
patoldgicas distintivas (Tabla 4). Aquellas con tumores
p16 positivos eran mas jovenes (edad promedio de 54 vs.
74 ahos, p = 0.0025). Histolédgicamente, las neoplasias
p16 positivas se asociaban con los subtipos morfolégicos
asociados a HPV, mientras que los tumores negativos
para p16 rara vez exhibian un fenotipo warty o basaloide
(p = 0.02). Ademas, los tumores positivos para p16 se
asociaron de manera significativa con SIL de alto grado y
coilocitosis (p < 0.0001 y 0.02 respectivamente). La inmu-
nopositividad de p16 fue asociada de manera inversa con
la presencia de liquen escleroso, asi como también con la
inmunopositividad para p53 (p = 0.0051 y < 0.0001 res-
pectivamente). El VINd se observé con mayor frecuencia
en los tumores negativos para p16 (39% vs. 25%) pero la
asociacion no fue estadisticamente significativa (p = 0.3).

No se observé relacion estadisticamente significativa
entre los casos que recidivaron o presentaron ganglios
positivos y sus hallazgos histolégicos y/o inmunohisto-
quimicos.

TABLA 3.— Resultados inmunohistoquimicos

Tipo de CEV p16+p53-
Queratinizante 9 (30%)
Condilomatoso 4 (80%)
Basaloide 3 (100%)

p16-p53+ p16+p53+
17 (57%) 4 (13%)
1 (20%) 0

0 0

CEV: carcinoma escamoso vulvar

Fig. 1.— Carcinoma escamoso queratinizante clasico (A y B), p16 negativa (C), p 53
positiva (D)
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un tratamiento mas efectivo antes del desarrollo de la

130
Fig. 2.— Carcinoma escamoso de tipo warty con marcada acantopapilomatosis (A),
coilocitosis (B), p16 negativa (C), p53 positiva (D)
o o 1'\ ﬁ ) 4 St
Fig. 3.— Carcinoma escamoso queratinizante clasico (A y B), p16 positiva (C), p53
negativa (D)
Discusion

La incidencia del CEV permanecio relativamente estable
en las Ultimas tres décadas, aunque la incidencia del VIN
se incremento en el tiempo”®. Esto puede deberse a una
mejor deteccion de la lesion intraepitelial, lo que permite

lesion invasora.

En contraste con los carcinomas escamosos del cuello
uterino y del ano, los cuales se encuentran asociados
casi exclusivamente al HPV de alto riesgo, la presencia
o ausencia del HPV en vulva separa a los CEV en dos
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TABLA 4.— Caracteristicas clinico-patolégicas basadas en la p16

P16 positivo P16 negativo p

Pacientes (n) 20 18

Edad 0.0025
Mediana (rango) 54.5 (32-79) 74.5 (41-88)

Estadio (n [%]) 0.96
| 13 (65) 11 (61.1)

Il 1 (5) 1 (5.5)
1} 6 (30) 6 (33.3)

Subtipo morfoldgico (n [%]) 0.02
Queratinizante 13 (65) 17 (94.4)
Warty/basaloide 7 (35) 1 (5.6)

SIL de alto grado (n [%]) < 0.0001
Presente 12 (60) 0 (0)

Ausente 8 (40) 18 (100)

Vind (n [%]) 0.3
Presente 5 (25) 7 (38.8)

Ausente 15 (75) 11 (61.2)

LE (n [%]) 0.0051
Presente 8 (40) 15 (83.3)

Ausente 12 (60) 13 (16.7)

p53(n [%]) < 0.0001
Positiva 4 (20) 18 (100)

Negativa 16 (80) 0 (0)

Coilocitosis (n [%]) 0.02
Presente 9 (45) 2 (11)

Ausente 11 (55) 16 (88)

Ganglios linfaticos (n [%]) 0.6
Positivos 6 (46.1) 6 (37.5)

Negativos 7 (53.9) 10 (62.5)

Recidiva (n [%]) 0.88
Si 6 (30) 5 (28)

No 14 (70) 13 (72)

Tabaquismo (n [%]) 0.38
Si 7 (41.1) 4 (26.6)

No 10 (58.8) 11 (73.3)

Patrén de infiltracion (n [%]) 0.15
Expansivo 12 (60) 5 (29.4)

Cordonado 5 (25) 6 (35.3)
Spray 3 (15) 6 (35.3)

Tamafo (cm) 0.66
Mediana (rango) 4 (0.45-7.8) 3.45 (0.7-7)

Linfocitos estromales intratumorales(n [%]) 0.88
Mas del 50% 3 (15) 3(17)

Menos del 50% 17 (85) 15 (83)

SIL: lesion intraepitelial; Vind: neoplasia vulvar intraepitelial diferenciada; LE: liquen escleroso;
cm: centimetros

entidades clinicopatoldgicas y moleculares distintivas. El SIL de alto grado asociado a HPV ocurre en mu-
Clasicamente se describen dos vias etiopatogénicas jeres jovenes entre la tercera y quinta décadas de vida.
que llevan a CEV: (1) SIL de alto grado asociado a HPV  Los factores de riesgo incluyen: tabaquismo, nimero
y (2) VINd que se desarrolla independientemente de la de parejas sexuales e inmunosupresion. Asimismo, la
infeccion por HPV. infeccidon por HPV esta fuertemente asociada®al SIL de
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alto grado. Las proteinas oncogénicas E6 y E7 del HPV
se unen e inactivan la p53 y la proteina del retinoblas-
toma (RB) respectivamente, generando una desregula-
cion de la proliferacion celular. La funcidn fisioldgica del
RB es inhibir a las quinasas dependientes de ciclinas
p16 (INK4A) y p14 (ARF). Por lo tanto, las neoplasias
asociadas al HPV tipicamente presentan aumentada la
expresion de p16 y minima o nula expresién de p53. La
inmunohistoquimica para p16 detecta la sobreexpresion
en la célula infectada®.

La mayoria de estas pacientes padecen prurito
y disuria. Clinicamente se manifiesta por maculas o
papulas eritematosas que pueden fusionarse confor-
mando placas verrugosas. La mitad presentan lesiones
multifocales en la vulva y entre el 18-52% lesiones
HPV relacionadas concomitantes en el tracto genital.
La tasa de progresion a carcinoma invasor es menor al
5%?° y su recurrencia se observa en aproximadamente
el 13-36% de los casos.

Morfolégicamente, progresan hacia CEV de tipo warty
o basaloide. El CEV de tipo basaloide presenta nidos,
bandas anastomosadas y planchas de células escamo-
sas basaloides. Las células tienen apariencia uniforme
con escaso citoplasma, elevado indice mitético, falta de
maduracion y una apariencia similar al SIL de alto grado
variante basaloide. EI CEV de tipo condilomatoso tiene un
crecimiento exofitico con atipia, agrandamiento nuclear
y coilocitosis superficial. Estos tumores expresan p16 de
manera difusa e intensa, nuclear y citoplasmatica, y son
negativos con p53.

El' VINd ocurre en mujeres postmenopausicas entre la
sexta y octava década de vida y corresponde al 2-29%
de las lesiones intraepiteliales®. Generalmente se asocia
con liquen escleroso. A diferencia del SIL de alto grado, el
VINd suele ser unicéntrico (una lesién unica) y no produce
lesiones voluminosas. Clinicamente, las lesiones son
blanquecino-grisaceas, rugosas, de bordes vagamente
definidos y con ndédulos elevados. Su tasa de progresion
a CEV queratinizante es del 35%2. Este tumor presenta
nidos de células escamosas con numerosas perlas cor-
neas y suele invadir de manera expansiva, cordonada o
tipo spray. Generalmente estos tumores expresan p53 y
son negativos para p16.

Sin embargo, se observa en la practica diaria y se
han publicado en la bibliografia numerosos casos en
los cuales la morfologia observada con hematoxilina y
eosina es discordante con los hallazgos inmunohisto-
quimicos para p16 y p53''. Se identificaron carcinomas
escamosos queratinizantes asociados al HPV, asi como
carcinomas de tipo basaloide y warty sin asociacion. En
nuestro trabajo, si bien la relacion entre la marcacion con
p16y la morfologia fue estadisticamente significativa (p
= 0.02), encontramos 13 casos de carcinomas escamo-
sos queratinizantes p16 positivos y carcinoma de tipo
warty p53 positivo.
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Vale la pena mencionar, que en el estudio de Oliva 'y
col.b, esta relacion fue mucho menor (p<0.0001) ya que
identificaron solo 15/97 casos discordantes (14 carcino-
mas escamosos p16 positivos y 1 warty/basaloide p53
positivo). Por lo tanto, resulta interesante que en nuestra
poblaciéon hayamos detectado mas casos discordantes.

La edad promedio de las pacientes con carcinoma
escamoso queratinizante p16 positivas p53 negativas fue
de 53 afios, mientras que la edad promedio en aquellas
con carcinoma escamoso queratinizante p16 negativo
y p53 positivo fue de 71 afios. Esto significa que seria
importante realizar técnicas de inmunohistoquimica frente
a estos tumores, principalmente en menores de 60 afos
0 que presenten lesiones por el HPV en otra localizacion
del tracto genital inferior.

Cuando la categorizacién inmunohistoquimica y morfo-
I6gica no coinciden, se puede realizar PCR o hibridacién
in situ para obtener la confirmacién definitiva de infeccion.
Aligual que en 4 tumores observados en nuestro estudio,
se han comunicado numerosos casos en los cuales los
tumores presentan coexpresion de p16 y p53. Los mis-
mos son en su mayoria negativos para HPV cuando se
les realiza hibridacion in situf. En estos casos, la via de
la carcinogénesis no estaria relacionada directamente
con el virus sino con una mutacién somatica del RB, que
resulta en una desregulacion de la expresion de p16''.

La asociacion entre los marcadores bioldgicos y el
prondstico es controversial. En nuestra investigacion
no se observaron diferencias significativas entre las
recidivas y muertes en los distintos tipos de carcinomas.
Sin embargo, numerosos estudios han demostrado una
mejor supervivencia para CEV asociados al HPV. Re-
cientemente, se descubrié que su presencia es un factor
prondstico independiente para la recaida local. El mayor
numero de mutaciones observadas en los tumores inde-
pendientes de HPV podria explicar el peor pronéstico de
estos tumores'>'4,

Creemos que la baja mortalidad y falta de diferencias
significativa entre el prondstico de nuestros tumores de-
pendientes e independientes de HPV, se debe al poco
tiempo de seguimiento de nuestras pacientes (4 meses
a 8 afos).

En base al estudio realizado, se observd que seria
posible, en casos rutinarios, diagnosticar el tipo de CEV
tan solo en base a la histologia. Sin embargo, seria
importante, especialmente en casos de carcinomas
queratinizantes en mujeres jévenes o con antecedentes
de HPV, efectuar técnicas de inmunohistoquimica, y
eventualmente técnicas de biologia molecular, para poder
realizar un diagnéstico certero y evitar posibles “falsos
negativos”, debido a la confluencia de vias tumorales.

En nuestra serie, un numero alto de carcinomas
escamosos clasicos fue positivo para la proteina p16.
Esto indicaria otra via de carcinogénesis independiente
a la union de la proteina oncogénica E7 al RB. Dichos
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hallazgos deberian confirmarse con la ausencia de aci-
dos nucleicos del HPV por técnica de PCR y asi poder
descartarla completamente.

Esta informacion seria importante no solo para el
tratamiento (tipo de cirugia, utilizaciéon de inmunomodu-
ladores locales, vacunas o respuesta a la radioterapia)
y seguimiento adecuado de las pacientes, sino también
para predecir el futuro de las mismas considerando el
mejor prondstico de los tumores asociados al HPV10.15.16,
Por otro lado, se estan efectuando ensayos clinicos para
evaluar el potencial de distintos blancos inmunolégicos.
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