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Resumen. Este estudio se llevé a cabo para examinar el patrén de inmu-
noexpresion simultanea de p16™4/Ki-67y establecer su posible utilidad clini-
ca para la deteccion precoz del cancer de cuello uterino. Las muestras celula-
res de cuello uterino fueron seleccionadas de la pesquisa de rutina de cancer
cervical. La detecciéon inmunocitoquimica de pl16™ie/Ki-67se realizé con el
kit de trabajo CINtec® Plus. Todos los casos tenian una prueba de virus papilo-
ma humano (VPH). Ciento quince muestras citologicas fueron incluidas:
11(9,6%) fueron negativas para lesion intraepitelial o malignidad (NILM),
32(27,8%) presentaron células escamosas con atipias de significado indeter-
minado (ASC-US), 62(53,9%) mostraron lesién intraepitelial escamosa de
bajo grado (LSIL) y 10(8,7%) lesion intraepitelial escamosa de alto grado
(HSIL). La prevalencia general de infeccion por VPH fue de 81,7% (94/115).
En 42 casos (45,0%) se identificaron los siguientes genotipos especificos de
VPH: VPH16 (26,2%), VPH51 (21,4%), VPH52 (14,3%) y ¢l genotipo VPH66
(7,1%). De 115 muestras celulares, 42(36,5%) fueron positivas para la tincion
dual de p16INK4a/Ki-67, siendo ésta muy frecuente en las muestras citologi-
cas con HSIL (70,0%), disminuyendo en las LSIL (44,0%) y existiendo inmu-
nopositividad en una minoria de ASC-US (25,0%). Ningtin caso NILM mostré
inmunopositividad para p1¥4/Ki-67 (p<0,001). En 40/115 casos (34,8%)
hubo positividad tanto para infeccion por VPH oncogénico como para la tin-
cion dual pl6MNe/Ki-67, incluyendo 6/32 (18,8%) con ASC-US, 26/62
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(42,0%) con LSIL and 8/10 (80,0%) con HSIL. Esta metodologia podria ser
utilizada para detectar lesiones en cuello uterino que atin no han sido diag-
nosticadas o han pasado inadvertidas.

p16"**°/Ki-67 immunocytochemical dual staining for detection
of cervical lesions associated to papillomavirus infection.
Invest Clin 2014; 55(3): 238 - 248
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Abstract. We aimed to explore the expression pattern of pl16™Nfa/Ki-67
immunocytochemical dual-staining and to establish the potential clinical util-
ity for early detection of cervical lesions. Liquid-based cytologies of cervical
specimens of cervical cancer screening were processed for pl6MNHa/Ki-67
immunocytochemical dual-staining using the CINtec® Plus Kit. HPV testing
was performed with the INNO-LiPA HPV genotyping Extra Reverse Hybridiza-
tion Line Probe Assay kit. One hundred and fifteen cervical cytologies were
analyzed with the following results: 11(9.6%) were negative for intraepithelial
lesions or malignancy (NILM); 32(27.8%) presented atypical squamous cells of
undetermined significance (ASC-US); 62(53.9%) exhibited low grade
squamous intraepithelial lesions (LSIL) and 10(8.7%) showed high grade
squamous intraepithelial lesions (HSIL). No cases of cervical cancer were de-
tected. The overall prevalence of DNA HPV detection was 81.7% (94/115).
The following specific HPV genotypes were identified in 42 (45.0%) cases:
HPV16 (26.2%), HPV51 (21.4%), HPV52 (14.3%) and HPVG6 (7.1%). Viral se-
quences of an unknown single HPV were detected in 23.8%of the cases. A to-
tal of 42/115 (36.5%) were pl6™a/Ki-67 dual-staining-positive, being more
frequent in HSIL (70.0%), decreasing in LSIL (44.0%), detected in a minority
of ASC-US (25.0%) and negative in NILM cases (p<0.001). 40/115 cases
(34.8%) were positive for both oncogenic HPV and p16™N#/Ki-67 dual-stain-
ing, including 6/32 (18.8%) ASC-US, 26/62 (42.0%) LSIL and 8/10 (80.0%)
HSIL, which represent a strong association between positivity for HPV,
pl16NKa/Ki-67 staining and severe cytological abnormalities (p<0.001). This
methodology could be used to detect unnoticed cervical lesions.

Recibido: 16-12-2013 Aceptado: 08-05-2014

INTRODUCCION

La infeccion persistente por ciertos ti-
pos especificos de Virus Papiloma Humano
(VPH) de alto riesgo oncogénico (VPHAR)
se considera actualmente el principal factor
de riesgo necesario para el desarrollo de

cancer de cuello uterino y sus lesiones pre-
cursoras: Lesion Intraepitelial Escamosa,
SIL siglas en inglés (1-3).

Durante el proceso de carcinogénesis
del cuello uterino, el ADN del VPHAR se in-
tegra al genoma celular ¢ induce la altera-
cion de los mecanismos reguladores del cre-
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cimiento celular, mediante la interaccion fi-
sica de las oncoproteinas virales E6/E7 con
las principales proteinas celulares supreso-
ras de tumor p53 y Retinoblastoma (pRb),
respectivamente, permitiendo de esta ma-
nera que la célula se mantenga constante-
mente en estado proliferativo, conduciendo
a la inestabilidad genética y formacion de
un clon celular maligno. Las alteraciones
moleculares inducidas por el VPHAR po-
drian estudiarse mediante biomarcadores
especificos de enfermedad, representando
una herramienta complementaria de pes-
quisa de considerable valor diagnéstico y
pronéstico en pacientes con infeccion viral
(4-7).

La sobrexpresion, individual o combi-
nada, de biomarcadores moleculares induci-
da por la accion de E7-VPHAR sobre la via
reguladora de la proteina pRb, como la pro-
teina pI16™K4  un inhibidor de kinasa de-
pendiente de ciclina y un marcador de pro-
liferacion celular como Ki-67, reflejarian efi-
cazmente el proceso de transformacion
neoplasica y surgimiento de neoplasia in-
tracpitelial cervical de alto grado (CIN2+),
siendo de considerable utilidad clinica, es-
pecialmente en el triage de pacientes con
citologia anormales (8-13).

Actualmente se encuentra disponible
una tincién dual inmunocitoquimica
(CINtec PLUS®) que permite el reconoci-
miento de células neopldsicas, con ciclo ce-
lular alterado y proliferacion descontrolada,
en muestras citoldgicas del cuello uterino
tanto de origen escamoso como glandular,
mediante la inmunoexpresién simultdnea
de p16™Nta y Ki-67, mejorando asi la detec-
cion de pacientes de riesgo a desarrollar o
padecer una lesion clinicamente significati-
va, con elevada sensibilidad y especificidad
(11, 14-17). La deteccion combinada de
pl6NKa/Ki-67 parece ser un indicador alta-
mente especifico de la existencia de células
transformadas, que descaman de las lesio-
nes premalignas y malignas de cuello uteri-

no asociadas a VPHAR, sobre todo en pa-
cientes con citologias atipicas, que incluyen
a las atipias celulares de significado inde-
terminado (ASC-US) asi como a las atipias
que no excluyen una lesion intraepitelial de
alto grado (ASC-H) y a la lesion intraepite-
lial escamosa de bajo grado o LSIL (11, 16,
18, 19).

La aplicacion de esta inmunotincion
dual p16™Nfa/Ki-67, como una prueba com-
plementaria especifica en el triage de pa-
cientes jovenes, poblacién con infeccion
frecuente por VPH y citologias ASC-US/
LSIL, es mas especifica que la deteccion
molecular del ADN de los diferentes tipos
de VPH (20), contribuyendo con la dismi-
nucién del uso de procedimientos clinicos
innecesarios, ya que posee elevada sensibi-
lidad y especificidad, asi como valor pre-
dictivo positivo y negativo suficiente para
detectar CIN2 6 3 (21). Esta nueva meto-
dologia inmunocitoquimica se estd compa-
rando con pruebas moleculares de mayor
especificidad como la deteccion de RNAm
de VPHAR demostrandose un incremento
en la especificidad de la inmunotincién
dual para pl16™NHa/Ki-67 para detectar cé-
lulas neoplasicas transformadas (16,20).
La interpretacion de los resultados de la
inmunotincion para pl6™N&a/Ki-67 no de-
pende de las caracteristicas morfologicas
de las células tenidas, lo que le confiere
mayor objetividad y reproducibilidad, con
la consecuente disminucion de la variabili-
dad interobservador, que pudiera presen-
tarse principalmente en los casos citoldgi-
cos de atipias celulares (16). Asi mismo, se
ha estudiado la expresion de p16™N4e/Ki-67
en muestras de tejido de cuello uterino be-
nigno y neoplasico, sefialando que la so-
brexpresion simultanea de pl6™Ne/Ki-67
es estrictamente confinada a las lesiones
cervicales escamosas y glandulares neopla-
sicas, para distinguir entre las células
transformadas y no transformadas por
VPHAR (9,22). Esta técnica es capaz de de-
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tectar el 100% de los casos con carcinoma
in situ y cancer invasor, el 73,9% de CIN2 y
el 57,1% de CIN1, siendo negativa en meta-
plasia escamosa, epitelio atrofico y con
cambios reactivos (23). La inmunotincion
pl6NHa/Ki-67 es util en la evaluacion de
pacientes que presentan una prueba de
VPHAR positiva pero con citologia normal
0 negativa para lesién intraepitelial o ma-
lignidad (NLIM). Un resultado positivo
para la prueba de VPH con inmunotincion
dual p16™Nfa/Ki-67 negativa, indicaria exis-
tencia de la infeccion viral, sin riesgo de
neoplasia de cuello uterino (8).

Este estudio se llevé a cabo para exa-
minar el patrén de expresion inmunocito-
quimica simultanea de los biomarcadores
pl6NKa/Ki67 en muestras citologias de
cuello uterino en base liquida y establecer
su posible utilidad clinica en la deteccion
precoz del cancer de cuello uterino.

MATERIAL Y METODOLOGIA

De la base de datos computarizada,
fueron seleccionadas las muestras celulares
de cuello uterino en base liquida (LBC) con
una solicitud de prueba para VPH prove-
nientes de la consulta de pesquisa de rutina
de cancer de cuello uterino del Hospital Cli-
nico de Valencia, Espaiia, entre junio y sep-
tiembre del afno 2011. Estas muestras se
procesaron en el ThinPrep® 5000 processor
y fueron analizadas segun los criterios esta-
blecidos por el sistema Bethesda 2001para
la interpretacion de los hallazgos citologi-
cos del cuello uterino (24).

A partir del material celular residual
usado previamente para pesquisa se prepard
una segunda lamina con el ThinPrep® 5000
processor y se realizé la deteccién inmuno-
citoquimica simultidnea de los biomarcado-
res pl62NKa/Ki-67 utilizando el kit de traba-
jo CINtec® Plus (MTM Laboratories Spain
SL. Madrid, Espaifa), siguiendo estricta-

mente las indicaciones de la casa comer-
cial. La inmunorreactividad fue evaluada en
células individuales bien preservadas, inde-
pendientemente de su morfologia. Una
muestra se consideré inmuno-positiva para
la tincion dual p162N&4e/Ki-67 cuando una o
mas células epiteliales mostraron citoplas-
ma marrén (pl162NHae clon E6H4) y nicleo
rojo (Ki-67, clon 274-11 AC3), segun lo es-
tablecido por la casa comercial. Las células
sin la doble tincién simultanea representa-
ron un resultado inmuno-negativo asi como
las células que expresaron a un solo biomar-
cador (Fig. 1). Los grupos celulares con su-
perposicion celular significativa no fueron
considerados durante la evaluacion. Se in-
cluyeron controles positivos (muestras cito-
logicas interpretadas previamente como
HSIL) y negativos (misma muestra HSIL,
omitiendo los anticuerpos anti- pl16NKa y
anti- Ki-67). Todos los casos fueron revalua-
dos independientemente por dos patdlogos
expertos.

La deteccion vy tipificacion de VPH se
llevo a cabo en las muestras celulares resi-
duales en base liquida usadas previamente
para la pesquisa de cdncer cervical ¢ inmu-
nocitoquimica, mediante el ensayo INNO-
Lipa HPV genotyping Extra Reverse Hybridi-
sation Line Probe (INNOGENETICS S.L.
Barcelona, Espana), el cual identifica 28 ti-
pos especificos de papilomavirus: VPH-6,
-11, -16, -18, -26, -31, -33, -35, -39, -40, -43,
-44,-45,-51, -52, -53, -54, -56, -58, -39, -606,
-68, -69, -70, -71, -73,- 74,y -82. Los contro-
les positivos y negativos incluidos corres-
pondicron a muestras de cuello uterino que
ya habian sido previamente examinadas
para VPH.

Anilisis estadistico

Se realiz6 con el paquete estadistico
SPSS v17.0 usando el test de Chi-cuadrado
(%?). Un valor de p igual o menor a 0,05 se
considero estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

Ciento quince citologias en base liqui-
da de cuello uterino fueron incluidas:
11(9,6%) negativa para lesion intraepitelial
o malignidad (NILM), 32(27,8%) células es-
camosas con atipias de significado no deter-
minado (ASC-US), 62(53,9%) lesion intrae-
pitelial escamosa de bajo grado (LSIL) y
10(8,7%) con lesion intraepitelial escamosa
de alto grado (HSIL). No se encontré nin-
gun caso de cancer invasor de cuello uteri-
no. La edad promedio fue de 33,8 anos
(rango de edad de 17 a 62 afos). La mayor
proporcion de casos se encontrd en el gru-
po <40 anos (70,2%). La prevalencia gene-
ral de infecciéon por VPH fue de 81,7%
(94/115). En 42 casos de estos (45,0%) se
detectaron secuencias de ADN de VPH de
un solo tipo especifico de VPH, siendo iden-
tificados los siguientes: VPH16 (26,2%),
VPH51 (21,4%), VPH52 (14,3%) v el genoti-
po VPH66 de probable riesgo oncogénico
(7,1%), asi mismo se detectaron los genoti-
pos VPH35 y VPH39 en igual porcentaje
(2,4%). El VPH11 fue detectado también en
un caso (2,4%). En el 23,8% se detectaron
secuencias virales de VPHX. La infeccion
por multiples tipos de VPH se present6 en
el 55,0% de los casos estudiados, combinan-

dose frecuentemente genotipos virales on-
cogénicos. Un total de 42/115 (36,5%)
muestras celulares fueron positivas para la
tincion dual de pl16Nfa/Ki-67, siendo ésta
muy frecuente en las muestras citologicas
con HSIL (70,0%), disminuyendo en las
LSIL (44,0%) y siendo inmuno-positiva en
una minoria de ASC-US (25,0%). Ningun
caso NILM mostré inmunopositividad para
los biomarcadores estudiados, con diferen-
cias estadisticamente significativas
(p<0,001) (Tabla I). En la Fig. 1 se expo-
nen imagenes de muestras citoldgicas con
inmunotinciéon para pl6Nte/Ki-67 de este
estudio, que incluyen un ejemplo de positi-
vidad de la prueba (A y B: célula epitelial
con doble inmunorreactividad: en el cito-
plasma (marrén) que indica sobrexpresion
de la proteina p16™Nfa y en el nicleo (rojo)
con expresion del antigeno de proliferacion
celular Ki-67, independientemente de la in-
terpretacion morfolégica), asi como image-
nes de resultados positivos (C-I) tanto en
células atipicas como en células representa-
tivas de lesion intraepitelial. También se
pueden apreciar resultados inmunonegati-
vos, a pesar de tratarse, por ejemplo, de coi-
locitos compatibles con infeccion por VPH
(K). En cuarenta de los 115 casos (34,8%)
se detecté positividad tanto para secuencias

TABLA I
DISTRIBUCION DE LOS RESULTADOS DE LA DETECCION DE VPH E INMUNOREACTIVIDAD
PARA p16™NH4/Ki-67 DE ACUERDO CON LOS HALLAZGOS CITOLOGICOS

Citologia VPH Tincién dual p16™Na/Ki-67
Negativo Positivo Negativa Positiva
NILM (n=11) 2 (18,0%) 9 (81,8%) 11 (100,0%) 0
ASC-US (n=32) 14 (44,0%) 18 (56,0%) 24 (75,0%) 8 (25,0%)
LSIL (n=62) 4 (6,5%) 58 (93,5%) 35 (56,5%) 27 (44,0%)
HSIL (n=10) 1 (10,0%) 9 (90,0%) 3 (30,0%) 7 (70,0%)

Total (n=115) 21 (18,3%)

94 (81,7%)

73 (63,5%) 42 (36,5%)

NILM: negativa para lesion intraepitelial o malignidad.

ASC-US: c¢élulas escamosas con atipias indeterminadas.

LSIL: lesion intraepitelial escamosa de bajo grado. HSIL: lesion intraepitelial escamosa de alto grado. VPH: vi-

rus papiloma humano.
p<0,001.
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Fig. 1. Ejemplos de muestras citolégicas en base liquido del cuello uterino tefidas con la tincién dual
inmunocitoquimica para p16™N/Ki-67. Contratincion con Hematoxilina de Harris. Un resul-
tado positivo esta representado por al menos una célula epitelial con doble inmunorreactivi-
dad: en ¢l citoplasma (marrén) que indica sobrexpresion de la proteina p16™N4a y en el nicleo
(rojo) con expresion del antigeno de proliferacion celular Ki-67, independientemente de la in-
terpretacion morfolégica (A: célula metapldsica inmadura atipica y B: célula basal maligna),
40X. C: Células metaplésicas inmaduras atipicas (ASC-H), 20X. D: Células metaplasicas inma-
duras atipicas (ASC-H), 40X. E: Células intermedias discaridticas (LSIL), 40X. F: Coilocitos
inmunopositivos para pl6™4a/Ki-67. Tres células inmaduras atipicas con intensa sobrexpre-
sion de p162Ntae g nivel nuclear y citoplasmatico (LSIL), 20X. G: Células intermedias atipicas
(ASC-US), 10X. H: Células metaplasicas inmaduras atipicas (ASC-H), 40X. I: Células metapla-
sicas inmaduras atipicas (ASC-H), 40X. En la parte superior (flechas), dos células con inmuno-
rreactividad positiva para p16™N&/Ki-67. El resto de las células epiteliales son sélo reactivas
ante el anticuerpo contra pl6™a 40X. Resultados inmuno-negativos para tincién dual
pl68Ha/Ki-67 en células epiteliales del cuello uterino (J-L): J: ASC-US, 40X; K: LSIL (coiloci-
to), 40X; L: ASC-H, 10X.
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genomicas de VPH como para la inmunotin-
cion dual p16Nf4/Ki-67, incluyendo 6/32
(18,8%) con ASC-US, 26/62 (42,0%) con
LSIL and 8/10 (80,0%) con HSIL, lo cual
demuestra una elevada asociacion entre la
presencia de ADN viral, la inmunoexpresion
simultanea de los biomarcadores
pl6NHa/Ki-67 e incremento de las anorma-
lidades morfoldgicas en células epiteliales
del cuello uterino (p<0,001), como se
aprecia en la Tabla II. Todos los VPH detec-
tados en estos casos eran de alto riesgo on-
cogénico, incluyendo los casos que presen-
taban infeccion mdaltiple por VPH. En la Ta-
bla III se observa que el 95,2% de los casos
con infeccion por VPH también mostraron
coexpresion de pl6MNa/Ki-67, indicando
una asociacion significativa entre la presen-
cia de infeccion por VPH y la inmunorreac-
tividad positiva para la tincion dual de
pl6NKa/Ki-67 (p=0,003).

DISCUSION

En este estudio se examind el patron
de expresion simultanea de los biomarcado-
res pl6NKa/Ki67 para establecer su posible
utilidad clinica en la deteccion precoz del
cancer de cuello uterino, asociado a infec-
cion por VPH. En estudios previos, se ha de-
terminado el valor clinico de esta inmuno-
tincién para pl6™NHe/Ki-67, en pacientes
con lesiones en el cuello uterino, tanto de
origen escamoso como glandular, demos-
trando una elevada sensibilidad y especitici-

TABLA II
ASOCIACION DE LOS CASOS POSITIVOS PARA
VPH Y PARA p16™f#4/Ki-67 CON RESULTADOS

CITOLOGICOS
Citologia VPH-positivo/
pl16Ne/Ki-67-positiva
ASC-US 6/32 (18,8%)
LSIL 26/62 (42,0%)
HSIL 8/10 (80,0%)
Total 40/115 (34,8%)

ASC-US: células escamosas con atipias indetermina-
das. LSIL: lesion intraepitelial escamosa de bajo
grado. HSIL: lesién intraepitelial escamosa de alto
grado.  VPH: virus papiloma humano.

p<0,001.

dad para la deteccion de neoplasia intraepi-
telial cervical de alto grado (CIN2+) ocul-
tas, especialmente en poblaciones con cito-
logias atipicas o de bajo grado (11, 14-16,
18-22).

El presente estudio incluyé casos con
diferentes grados de alteraciones morfologi-
cas como ASC-US, LSIL y HSIL, de los cua-
les, el 36,5% mostré células epiteliales con
expresion simultanea de p16™Ne/Ki-67, ob-
servandose una asociacion significativa en-
tre el incremento de la inmunorreactividad
y la severidad de las categorias citologicas
que engloban a las lesiones de cuello uteri-
no. Ademas, en el 95,2% de los casos con
positividad para la presencia de infeccion
por VPH oncogénico también hubo inmu-
noexpresion de pl6Ntia/Ki-67. Hallazgos si-

TABLA III
RESULTADOS DEL ANALISIS INMUNOCITOQUIMICO DE p162%4/Ki-67 EN CORRELACION
CON LA DETECCION DE VPH

VPH Tincién dual p16*/Ki-67
Positiva Negativa
Positive 40 (95,2%) 54 (74,0%)
Negative 2 (4,8%) 19 (26,0%)
Total 42 73

p=0,003 (prueba de Fisher).
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milares a estos han sido reportados en otras
investigaciones (11, 15, 18, 19). Dona y col.
(11) encontraron en 140 pacientes, un
94,6% de positividad tanto para VPH
(VPH16 y 18) como para la tincion dual y
concluyeron que esta positividad estd aso-
ciada significativamente a la presencia de
CIN2+ confirmada por estudio histopatolé-
gico. Yoshida y col. (19) concluyeron que a
mayor grado de severidad incrementa tam-
bién el namero de células inmunoreactivas
para pl6™NHa/Ki-67, encontrando el mayor
nimero de casos en el grupo con infeccion
por VPH oncogénico, sobre todo VPH16.
Este hallazgo demuestra la importan-
cia de la expresién simultdnea de
pl16NKa/Ki-67 en células epiteliales del cue-
llo uterino infectadas con VPHAR, lo cual
aporta un dato relevante para el manejo cli-
nico de las pacientes con estas caracteristi-
cas. Las oncoproteinas E5, E6 y E7 codifica-
das por VPHAR estan involucradas en dife-
rentes eventos gendticos y epigendéticos que
alteran la proliferacion, promoviendo asi un
estado de mitosis permanente y descontro-
lado, lo que conlleva a la inmortalizacién
celular ¢ inestabilidad genémica que causa
la transformacion celular (25-30). Por lo
tanto, la expresion simultdnea de pl6MNKta/
Ki-67 indicaria de manera confiable la exis-
tencia de un proceso de transformacion ce-
lular y posiblemente asociado a progresion
neopldsica. Esto permite deducir que las
pacientes con inmunoexpresion simultanea
de p16INk4a/Ki-67 serian de alto riesgo a pa-
decer una lesion clinicamente significativa
que debe ser tratada oportunamente. Esta
suposicion es clinicamente de gran utilidad
en pacientes con citologias compatibles
con ASC-US/LSIL, en las cuales es necesa-
rio determinar los casos con infecciones
transformante, que poseen una mayor posi-
bilidad de progresar a CIN2 o mas (18, 21).
En este estudio, todas las muestras ci-
tologicas NLIM fueron inmunonegativas
para pl16Nfa/Ki-67. Este hallazgo es seme-

jante al de otras publicaciones (11, 15, 21,
22). Ademds, Samarawardana y col. (22) de-
mostraron que estos biomarcadores no se
expresan de manera simultdnea en tejido
cervical normal o benigno. Por el contrario,
Petry y col. (14), Ikenberg y col.(31) y Yos-
hida y col. (19) observaron inmunorreactivi-
dad ante p16"™NK4a/Ki-67 en pacientes infec-
tadas con VPHAR con citologias normales
en el 25,4%, 22,0% and 14,0% de los casos,
respectivamente. Estos estudios incluyeron
a pacientes de un estudio piloto prospectivo
con citologias normales pero positivas para
VPH (14), a pacientes del estudio PALMS de
pesquisa (31) ya pacientes con citologia po-
sitiva previa y mayores de 30 anos de edad
(19). Las diferencias entre los hallazgos de
estas investigaciones y el presente estudio
probablemente radican en las diferentes ca-
racteristicas epidemiolégicas de cada pobla-
cion estudiada. La inmunorreactividad posi-
tiva para pl16INK4a/ Ki-67 en pacientes con
citologias normales e infeccion por VPHAR
deberia considerarse de riesgo para lesion
precancerosa de alto grado y beneficiarse
de atencion clinica inmediata.

En este estudio, 4,8% de los casos no
infectados por VPH fueron positivos para la
tincion dual p16™Na/Ki-67 (Tabla III). Re-
cientemente, Dona y col. (11) reportaron
resultados muy similares (4,3%) entre los
casos de su estudio. Esto sugiere que po-
drian existir mecanismos independientes de
la infeccion por VPH, como mutaciones o
hipermetilacion del gen p16 (32), que even-
tualmente serian la causa del descontrol del
ciclo celular, lo cual constituye un aspecto
de interés para futuras investigaciones. Es
posible también que en estos casos hayan
ocurrido fallas en la deteccion de secuen-
cias virales, lo cual no podemos descartar y
que debe considerarse en nuevas discordan-
cias.

Finalmente, en este estudio observa-
mos una serie de limitaciones, que deben
ser consideradas para interpretar los hallaz-
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gos y para futuras investigaciones: primero,
la poblacion estudiada era muy pequeiia en
comparacion con los estudios referidos. Se-
gundo, no se realizé seguimiento histopato-
l6gico a las pacientes con citologia anor-
mal. Tercero, se estudié una poblacién es-
pecifica limitada a un 4rea geografica, sin
el conocimiento de antecedentes asi como
de factores que pudieran influir sobre los
resultados obtenidos. Ademds, esta pobla-
cién no era representativa de esta region
espanola. Por tltimo, éste no fue un estudio
basado en casos y controles que permite de-
terminar la validez del método inmunocito-
quimico para pl16™N&4a/Ki-67 en la deteccion
de lesiones premalignas y malignas. Por lo
que se considera que esta metodologia re-
quiere de evaluaciones mediante estudios
en grandes poblaciones con diferentes ca-
racteristicas epidemiolégicas, que permitan
establecer su verdadera utilidad en el apro-
piado seguimiento clinico, incluyendo y en
consonancia con otros investigadores (33,
34) que la interpretacion de los resultados
de los diferentes métodos, en este caso el
inmunocitoquimico con posible utilidad cli-
nica en el diagnostico de lesiones premalig-
nas del cuello uterino, sea estandarizada y
mejor atn cuantificada, de manera que
sean verdaderamente eficaces en la pesqui-
sa a través del frotis Papanicolaou.

Los hallazgos de este estudio contfir-
man que la expresion simultanea de los bio-
marcadores p16™NHe/Ki-67 es caracteristica
de células epiteliales transformadas por
VPHAR, pudiendo indicar la existencia de
neoplasia con elevada exactitud, sobre todo
en los casos citolégicos compatibles con le-
sion intraepitelial escamosa. Esta metodo-
logia podria ser utilizada para detectar pa-
cientes con lesiones neoplisicas en cuello
uterino, ocultas, que atin no han sido diag-
nosticadas o han pasado inadvertidas, aso-
ciadas a infeccién por VPHAR. La combina-
cién de estos dos biomarcadores podria fa-
cilitar el disefio de algoritmos de manejo

clinico, considerando también la edad de
las pacientes, interpretacion cito-histologi-
cay el resultado del examen molecular para
deteccion vy tipificacion de VPH, a fin de re-
ducir los procedimientos de seguimiento
clinico innecesarios.
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