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Deteccion de virus papiloma humano (HPV)

a partir de muestras celulares de cuello
uterino en base liquida. Correlacion con la
inmunorreactividad de la proteina p16INK4a.
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Resumen. La citologia del cuello uterino en base liquida mejora la cali-
dad de la muestra y el material residual podria ser utilizado para realizar
pruebas complementarias, como la deteccion del virus papiloma humano
(HPV) y estudio inmunocitoquimico de biomarcadores. El proposito de este
estudio fue correlacionar la presencia de HPV y la inmunoexpresion de
pl16INK4a en las muestras citoldégicas en base liquida para examinar la utili-
dad de estas nuevas herramientas en la deteccion de cancer de cuello uterino.
Las pacientes incluidas (n=67) presentaban una citologia anormal o patolo-
gia cervical previa. La deteccion y genotipificacion de HPV se realizé con
PCR-SPF10/LiPA (INNOLiPA Extra Amp) y para la inmunodeteccion de
pl6INK4a se utiliz6 el anticuerpo clon E6H4. La citologia convencional pro-
porcioné los mismos hallazgos citoldgicos que la citologia en base liquida. La
prevalencia general del HPV fue de 43,3% (29/67). El HPV16 fue el tipo viral
mas frecuente (31,03%) y el 48,3% de los casos presentd infeccion maltiple.
En el 35,8% de las muestras cervicales se detecté inmunoexpresion de la
pl16INK4a y ésta fue significativamente (p<0,020) asociada a la presencia de
HPV. Estos resultados apoyan la evidencia que la implementacion de nuevas
tecnologias en la rutina diaria del laboratorio contribuye significativamente
en la deteccion precoz del cancer de cuello uterino y en el aporte de datos im-
portantes para facilitar en el manejo clinico adecuado de la paciente. La de-
tecciéon de HPV combinada con la p16INK4a podria ser utilizado en la evalua-
cion de pacientes con mayor riesgo a desarrollar lesiones cervicales significa-
tivas.
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Abstract. The liquid-based cervical cytology improves the quality of the
sample and the residual sample could be used efficiently to carry out comple-
mentary tests, such as the detection of HPV DNA and the immuno-
cytochemical biomarkers study. The purpose of this study was to correlate the
presence of HPV and immunoexpression of p16INK4a in liquid-based cervical
samples to examine the utility of these new tools in the detection of cervical
cancer. The included patients (n=67) presented an abnormal cytology or pre-
vious cervical pathology. The HPV detection and genotyping were carried out
with PCR-SPF10/LiPA  (INNOLiPA Extra Amp) and for pl6INK4a
immunodetection was used antibody clone E6H4. The conventional cytology
provided the same cytologic interpretations that those of liquid-based cytol-
ogy. The overall HPV prevalence was 43.3% (29/67). HPV16 was the most fre-
quent viral type (31.03%) and 48.3% of the cases were infected with multiple
HPV types. pl6INK4a immunoexpression was observed in 35.8% of lig-
uid-based cytological samples and this was significantly (p < 0.020) associ-
ated to the HPV presence. These results support the evidence that the imple-
mentation of new technologies in the daily routine of the laboratory, contrib-
ute significantly in the early detection of cervical cancer and provide impor-
tant data to help in the patient’s efficient management. The combined use of
HPV detection and p16INK4a expression could be used for evaluation of pa-

tients with more risk to develop significant cervical lesions.
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INTRODUCCION

El cancer de cuello uterino es la se-
gunda causa de mortalidad femenina a nivel
mundial, con una elevada incidencia en pai-
ses subdesarrollados constituyendo un pro-
blema de salud puablica (1). El frotis citold-
gico se ha utilizado amplia y efectivamente
para la pesquisa del cancer de cuello uteri-
no a nivel mundial disminuyendo notable-
mente la mortalidad por este tipo de neo-
plasia. Actualmente, se continda utilizando
la citologia como método para la deteccion
precoz de esta neoplasia. Sin embargo, re-

sultados citolégicos inexactos, relacionados
con errores de muestra y preparaciones ci-
tolégicas no Gptimas son un asunto por re-
solver para asi mejorar la pesquisa de las le-
siones cervicales (2).

Nuevas tecnologias como la citologia
en medio liquido, la tipificaciéon del virus
papiloma humano (HPV por sus siglas en in-
glés) vy el estudio de biomarcadores se han
introducido para aumentar la eficiencia de
la deteccion de cancer de cuello uterino y
sus lesiones precursoras e identificar las pa-
cientes de alto riesgo a desarrollar lesion
clinicamente significativa. La citologia en
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base liquida es un método de preparacién
de muestras celulares introducido en 1996
para reducir la proporcion de muestras ina-
decuadas para estudio citolégico mejorando
de esta forma la sensibilidad y especificidad
en la deteccién de anormalidades celulares,
al obtener muestras libres de artefactos pa-
ra una mejor evaluacién microscopica. Ade-
mas, el material residual puede ser utiliza-
do para realizar pruebas complementarias
como la deteccion de DNA de HPV y estudio
inmunocitoquimico de biomarcadores (3-5).

El sistema en base liquida proporciona
muestras de excelente calidad, con buena
preservacion del material celular y libre de
elementos que pudieran interferir en la lec-
tura del frotis como sangre y células infla-
matorias permitiendo una mayor deteccion
de células anormales y aumentando asi la
exactitud diagnostica, al reducir los resulta-
dos citologicos falsos negativos. Su gran
ventaja es la utilizacion del material resi-
dual para pruebas complementarias al estu-
dio morfolégico. La principal desventaja se-
nalada es su elevado costo (6, 7).

El cancer invasor de cuello uterino
esta precedido por un espectro de lesiones
intracpiteliales. Ciertos tipos de HPV de
alto riesgo oncogénico (HR-HPV), como los
tipos HPV 16 y 18, entre otros son conside-
rados el factor inductor de la carcinogéne-
sis cervical y la causa necesaria para el desa-
rrollo del cancer (8, 9). Como parte de los
programas de control de cancer cervical, la
deteccion temprana de esta infeccion permi-
te un adecuado manejo de la paciente de-
pendiendo del tipo viral involucrado, para
prevenir el desarrollo de lesiones intraepite-
liales de alto grado (HSIL) y cancer (10, 11).

Los HR-HPV interacttan con las princi-
pales proteinas reguladoras del ciclo celular
(proteina Retinoblastoma/pRb y la p53)
provocando su inactivacién funcional, con
la consecuente transformacion celular y ori-
gen de la neoplasia maligna (12). La onco-
proteina E7 de los HR-HPV se une especifi-

camente a la pRb, lo cual conduce a la libe-
racion del factor de trascripcion E2F. En las
células normales, la proteina inhibidora de
kinasa dependiente de ciclina p16INK4a de-
sacelera el ciclo celular mediante inactiva-
cién de las kinasas dependientes de ciclina
(CDK), que se encargan de fosforilar a la
pRb. En su estado hipofosforilado, la pRb
forma un complejo con el factor E2F, con el
consecuente efecto negativo sobre la
pl6INK4a. La pérdida funcional de pRb
conduce a la sobrexpresion de la p16INK4a
y a la proliferacion celular descontrolada
(13). Por ello, la p16INK4a es considerada
un biomarcador con elevada sensibilidad, es-
pecificidad y valor predictivo positivo de
HSIL con expresion activa de oncogenes de
HR-HPV (14, 15).

Estas nuevas metodologias han servido
como complemento al estudio morfolégico
de las células del cuello uterino siendo tti-
les en el mejoramiento de su exactitud
diagnostica y aumentando la deteccion de
pacientes de mayor riesgo a desarrollar le-
siones clinicamente significativas (16, 17).

El objetivo de este estudio fue correla-
cionar la presencia de HPV y la inmunoex-
presion de la p16INK4a en las muestras ci-
tologicas en base liquida para examinar la
utilidad de estas nuevas herramientas en la
deteccion de cancer de cuello uterino y sus
lesiones precursoras.

MATERIAL Y METODOS

Material

Se incluyeron las muestras celulares
obtenidas de pacientes que acudieron a la
consulta de ginecologia del Hospital Clinico
de Valencia, del Instituto Valenciano de
Oncologia (IVO) y del ambulatorio de Mas-
samagrell, en Valencia, Espaiia, desde el 15
de julio hasta el 15 de septiembre de 2008,
por presentar antecendentes de patologia
cervical o citologia anormal. Las pacientes
fueron informadas sobre el estudio y fueron
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incluidas aquellas que aceptaron participar
en el mismo. A cada paciente se le tomaron
2 muestras cervicales: una para elaboracion
de frotis citol6gico convencional con espa-
tula de Ayre y cytobrush y fijacion inmedia-
ta con cytofix y una segunda muestra para
citologia en medio liquido con cervexbrush,
el cual se enjuagd inmediatamente en el
vial con liquido fijador Preserv-Cytyc Thin
Prep® (Cytyc Corporation, Madrid, Espa-
na). Los datos de cada paciente fueron ob-
tenidos de la solicitud del examen.

Metodologia

Preparacion de las muestras. Ambos
tipos de muestra fueron sometidas a estudio
morfol6gico mediante la técenica de Papani-
colaou. Las muestras celulares en base liqui-
da fueron procesadas en ¢l equipo ThinPrep
Cytye® (Thin-Prept Processor, Cytyc Corpo-
ration, Madrid, Espaiia). Se prepararon dos
extendidos: uno para tincién con Papanico-
laou y estudio de la morfologia celular de ru-
tina y otro para determinacién inmunocito-
quimica de la p16INK4a. Los frotis asi elabo-
rados se fijaron durante 30 min en etanol
absoluto. La interpretacion de los hallazgos
citologicos en ambos tipos de citologias,
convencional y liquida, se realizaron en base
a los criterios establecidos por el Sistema
Bethesda 2001 para la citologia del cuello
uterino. El material residual de las muestras
celulares en base liquida se utilizé para la
deteccion molecular del HPV. La totalidad
del material residual contenido en el Pre-
sercytyc-ThinPrep fue trasvasado a un tubo
de centrifuga y centrifugado a 13.000 rpm
durante 5 min. Se transfirieron 1000 uL del
concentrado celular a un microtubo rotula-
do evitando de forma cuidadosa la contami-
nacion cruzada entre las muestras. Se le
anadi6 1 mL de agua bidestilada a cada mi-
crotubo, luego se agitaron en vortex breve-
mente para resuspender las células y final-
mente, las muestras fueron almacenadas a
—20°C hasta su utilizacion.

Deteccion vy tipificacion de HPV. La
extraccion de DNA se realiz6 de forma tra-
dicional utilizando el método de fenol-clo-
roformo. 50 uL del microtubo con la sus-
pension  celular fueron centrifugados a
12.000 rpm, durante 5 min. El precipitado
fue resuspendido en 500 ul. de solucion de
lisis compuesta por SDS 0,5%, Tris HCI
10mM pHS8, NaCl 0,15M, EDTA 5mM mas
25 pL de proteinasa K (100 ug/mL) y se in-
cub6 a 56°C, durante 2 horas. El sobrena-
dante fue almacenado a —-20°C hasta reali-
zar la PCR. La calidad del DNA extraido fue
comprobada con la amplificaciéon del gen
control interferon mediante el uso de los
cebadores INF150 DR y DF que generaron
un fragmento de 150 pb. La deteccion del
DNA viral se llevo a cabo utilizando el kit de
trabajo de INNO LiPA genotyping Extra
Amp (Innogenetics, Barcelona, Espana) y
siguiendo las indicaciones de la casa comer-
cial. Este kit amplifica un segmento de 65
pb de la region L1 del genoma viral, que
permite detectar por lo menos 54 tipos dis-
tintos de HPV. En cada PCR se incluyeron
controles positivos (CPOS) obtenidos a par-
tir de muestras de cuello uterino previa-
mente tipificadas, asi como el proporciona-
do por la casa comercial. Los controles ne-
gativos (CNEG) estaban constituidos tni-
camente por mezcla de reaccion y 10 uL
de agua bidestilada. La PCR se llevé a cabo
en un volumen final de 40 ulL mas 10 uL
DNA problema/CPOS/CNEG. Finalmente,
todos los micromicrotubos de reaccién
fueron ubicados en un termociclador (Ge-
neAmp ® PCR system 2700, Applied Biosy-
stem), bajo las siguiente condiciones: 37°C
10 min, 94°C 9 min, durante 40 ciclos:
94°C 30 segundos, 52°C 45 segundos, 72°C
45 segundos y 10 min a 72°C para exten-
sion final. Los productos fueron visualiza-
dos en gel de agarosa al 3%. Para la tipifi-
cacién de las secuencias virales presentes
fue utilizado el ensayo de INNO-LiPA HPV
genotyping Extra, que permite la identifi-
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cacién de 28 tipos especificos de HPV, de
bajo y alto riesgo.

Deteccion  inmunocitoquimica de
pl16INK4a. Las muestras celulares fueron
rehidratadas con agua destilada. La recupe-
racion antigénica se llevd a cabo con un
tampoOn de citrato 1:10 en un bafio a 95°C.
Después de enfriar las muestras a tempera-
tura ambiente, la peroxidasa enddgena fue
bloqueada con peroxido de hidrogeno al
3%. Luego, a los tubos se le afiadieron 200
ul del anticuerpo primario anti-p16INK4a
clon E6H4 (Dako) dilucién 1:50 y se incu-
baron durante 1 hora a temperatura am-
biente. Seguido, se colocaron 500 ul del
anticuerpo secundario comercial (Dako)
durante 15 minutos y el complejo avidi-
na-biotina comercial (Dako) durante 15 mi-
nutos. Finalmente, la reaccién fue revelada
con diaminobenzidina (DAB) durante 10
minutos y se realizé una contra tincion con
hematoxilina de Harris, durante 30 segun-
dos. La evaluacion se efectué con un mi-
croscopio de luz considerando los patrones
de tincion en las diferentes células epitelia-
les normales y anormales (18, 19). Las
muestras citoldgicas fueron consideradas
positivas si presentaban mas de 10 células
bien preservadas con tincién marrén nu-
clear y/o citoplasmatica. Las células intfla-
matorias, bacterias y moco con tincion no
fueron tomadas en cuenta.

Anilisis estadistico

El analisis estadistico se llevd a cabo
usando el paquete SPSS 12.0 y la prueba de
Chi-cuadrado (y2) fue utilizada para la co-
rrelacion de las variables. Un valor p igual a
0,05 o menor fue considerado estadistica-
mente significativo.

RESULTADOS
Se incluyeron 67 muestras citologicas

del cuello uterino tomadas de forma tradi-
cional y en base liquida. La edad de las pa-

cientes oscilé en el rango de 20-77 aios,
con una media de 40,9 anos. Algunas mues-
tras (30%) recolectadas de forma tradicio-
nal mostraron amontonamiento celular,
sangre e intflamacioén o ausencia de células
endocervicales; sin embargo, estas limitan-
tes no afectaron la interpretacion citologi-
ca, ya que los resultados de éstas coincidie-
ron con la interpretacion de las muestras
recolectadas en base liquida, en la totalidad
de los casos. En ambos tipos de muestras se
observaron claramente las células caracte-
risticas de lesion cervical (Fig. 1). Las cito-
logias fueron clasificadas en: 44 (63,8%) ne-
gativas para lesion intraepitelial o maligni-
dad (NLIM), 1 (1,5%) con atipias de origen
a determinar (ASC-US), 16 (23,1%) con le-
sion intraepitelial escamosa de bajo grado
(LSIL) y 8 (11,6%) con lesion intraepitelial
escamosa de alto grado (HSIL). No hubo
ningtin caso de cancer invasor. La prevalen-
cia general de la infeccion por HPV en las
muestras celulares fue de 43,3% (29/67). El
tipo viral especifico mas frecuente fue el
HPV16 en 9/29 (31,03%) seguido del
HPV66 en 2/29 (6,89%). Los tipos HPV1S,
HPV31, HPV33 y HPV X se presentaron en
la misma proporcion (3,45%), un tipo viral
por caso. El 483% (14/29) mostré infec-
cion mdltiple y esta se presentd en varias
combinaciones, sin importar el resultado ci-
tolégico y predominando los HPV de alto
riesgo oncogénico: 6 casos eran NLIM y el
resto presentaba anormalidades en células
epiteliales. La distribucion de la presencia
de HPV de acuerdo a los resultados citologi-
cos fue: NLIM 8 casos (18,2%), 1 caso de
ASC-US (100%), 12 casos de LSIL (75%) y
el 100% de los casos de HSIL (8 casos). Las
muestras celulares en base liquida mostra-
ron un minimo de células inflamatorias y
detritus celulares, las células epiteliales se
observaron bien preservadas y dispersas so-
bre el fondo de frotis limpio, lo cual permi-
ti6 la observacion clara de las ¢élulas inmu-
norreactivas para pl6INK4a. La inmuno-
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Fig. 1. Imdagenes de la citologia convencional A (10X), C (40X) y en base liquida B (40X), D (40X).
Caso 1. Lesion Intraepitelial Escamosa de bajo grado/infeccion por virus papiloma humano
(LSIL/HPV): coilocitos (flecha). Caso 2. Lesion Intraepitelial Escamosa de alto grado (HSIL):

células metaplasicas discariéticas.

rreactividad fue de intensidad variable de-
pendiendo de la presencia de alteraciones
morfolégicas. Se observo inmunotineion en
células inflamatorias, células profundas y de
tipo metaplasicas inmaduras morfologica-
mente sin atipias, asi como en bacterias,
pero menos intensa que la observada en las
células anormales. Se detectd expresion in-
munocitoquimica de la proteina p16INK4a
en el 35,8% (24/67) de los casos. La inmu-
noexpresion fue intensa en las células anor-
males (Fig. 2). Hubo asociacion estadistica-
mente significativa (p < 0,02) entre la ex-
presion de p16INK4a y la presencia de HPV.
En aquellas muestras positivas para HPV se

observo expresion de la proteina p16INK4a
con mayor frecuencia que en las HPV nega-
tivas. De 29 casos HPV positivos, 24 (83%)
mostraron inmunorreactividad ante
pl6INK4a. De 38 casos HPV negativo, sélo
2 (5%) mostraron inmunoreactividad frente
a 36 (95%) sin reaccion. Al correlacionar el
hallazgo citolégico con la presencia de HPV
y la inmunorreactividad de la pl16INK4a
(Tabla I) no se encontrd correlacion entre
estas variables (p=0,280). Sin embargo, las
muestras citologicas NLIM en su mayoria
fueron negativas para HPV (36/44) y las po-
cas células reactivas (4/44) eran metaplasi-
cas inmaduras sin atipias y de intensidad

Investigacion Clinica 52(1): 2011



Presencia de HPV e inmunoexpresion de p16INK4a en muestras citologicas 9

Fig. 2. Inmunocitoquimica. Células inmaduras anormales (HSIL) con inmunorreactividad para
pl16INK4a (1-4), (40X). Dos casos de LSIL (5y 8) y p16INK4 positivos (20X y 10X). El caso de
células escamosas con atipias de significado indeterminado/ASC-US (6) fue negativo para
p16INK4a. Una muestra LSIL (7) con coilocitos sin reaccién para p16INK4a.
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TABLA 1
RELACION DE LA INMUNOEXPRESION DE p16INK4a, PRESENCIA DE HPV Y HALLAZGOS
CITOLOGICOS
N° casos pl16INK4a HPV
Reactivos Sin reaccion Positivo Negativo
NLIM 44 4(9%) 40(91%) 8(18,2%) 36(81,8%)
ASC-US 1 1(100%) 1(100%)
LSIL 14 12(85,7%) 2(14,3%) 12(85,7%) 2(14,3%)
HSIL 8 8(100%) 8(100%)
Total 67 24 43 29 38
NLIM = negativo para lesion intraepitelial o malignidad.  ASC-US = atipias de significado indeterminado.

LSIL = lesion intraepitelial escamosa de bajo grado.
papiloma humano.

leve. El anico caso de ASC-US, aunque posi-
tivo para HPV, no mostr6 reaccion para
pl6INK4a. Los casos HPV  positi-
vo/pl16INK4a positiva presentaron en su
mayoria anormalidades en células epitelia-
les: 12 LSIL (85,7%) y las 8 HSIL (100%); 4
(9%) casos NLIM/HPV positivo también
mostraron expresion de la pl6INK4a

(Fig. 2).
DISCUSION

La citologia ha reducido significativa-
mente la morbimortalidad femenina por
cancer de cuello uterino en muchos paises.
Sin embargo, las discrepancias citohistolé-
gicas asi como el conocimiento del papel de
la infeccién por HR-HPV en la carcinogéne-
sis cervical han impulsado el desarrollo de
nuevas estrategias de pesquisa que contri-
buyan en el mejoramiento de la deteccion
precoz de esta neoplasia. La implementa-
cién de nuevos ensayos complementarios al
estudio citolégico en la rutina diaria del la-
boratorio ha significado un mayor avance
en el esclarecimiento de los eventos criticos
del origen de este cancer y por ende un au-
mento en su deteccion y prevencion (14).

La introduccién de la citologia en base
liquida mejora significativamente la calidad

HSIL = lesion intraepitelial de alto grado.

VPH = virus

de la muestra a evaluar permitiendo la re-
duccion de resultados falsos negativos, una
mayor deteccion de lesiones intraepiteliales
y aprovechamiento del material residual
para realizar pruebas moleculares ¢ inmuc-
nocitoquimicas complementarias (4, 6).

En el presente estudio, las muestras ci-
tolégicas en base liquida mostraron un fon-
do de frotis limpio de moco, sangre y otros
elementos enmascaradores y se redujo al
minimo el nimero de muestras inadecua-
das (5, 20). La lectura del extendido fue
mas rapida, pues el material celular se ha-
llaba reducido a un 4rea circular minima
del frotis, bien preservado y sin superposi-
cion celular (21). Se logré una total con-
cordancia en la interpretacién de ambos ti-
pos de muestras citoldégicas (22, 23). El ma-
terial residual se utiliz6 para otros ensayos
evitando asi una nueva toma de muestra a
la paciente y demoras en el diagndstico
(22).

La infeccién persistente por ciertos ti-
pos de HR-HPV se ha establecido como la
principal causa del cancer de cuello uterino
y sus precursores (9, 24). La prevalencia ge-
neral de la infeccién por HPV varia en un
rango que oscila entre el 1,4%-82% depen-
diendo del area geografica en relaciéon con
las caracteristicas epidemioldgicas de la po-
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blacién estudiada y de los métodos emplea-
dos para la deteccion del DNA viral (25). En
este estudio, el 43,3% de las muestras pre-
sentaban HPV, en su mayoria de alto riesgo
oncogénico. Probablemente el elevado por-
centaje obtenido en este estudio se debi6 a
que las muestras estudiadas pertenecian a
pacientes bajo vigilancia por patologia cer-
vical previa. Sin embargo, estudios epide-
miolégicos han revelado que la infeccion
por HR-HPV es muy comin, particularmen-
te en pacientes jovenes (26).

Aunque la prevalencia de la infeccion
por HPV se incremente con la presencia y el
grado de las lesiones cervicales, algunos da-
tos indican que existen variaciones impor-
tantes en funcion de las caracteristicas de
la poblacion estudiada (27). La distribucion
de los diferentes tipos de HPV en pacientes
con cancer/SIL alrededor del mundo es he-
terogénea (28), siendo de gran utilidad de-
terminar los tipos de HPV mas frecuentes
en las diferentes poblaciones, en la era de
la vacuna. En este estudio, el tipo viral mas
frecuente fue el HPV16 (31,3%) tanto en las
citologias normales como en las anormales,
coincidiendo con lo reportado en la amplia
literatura mundial, seguido de otros tipos
virales también de riesgo oncogénico como
el HPV66, 18, 31, 33 y 58. Ademas, el
HPV16 fue hallado en todas las categorias
citolégicas, tanto en forma tinica como en
coinfeccion, al igual que en otras regiones
espaiiolas (29). El HPV66 fue el segundo
tipo viral mas frecuente, lo cual es significa-
tivo debido a que este es considerado de
probable riesgo oncogénico (9). El HPV18
se presentd en una baja frecuencia (3,45%)
asi como los HPV31 y 33. Debido a que to-
dos estos tipos virales se¢ han aislado de céan-
cer y HSIL es necesario conocer su verdade-
ra prevalencia en las distintas regiones geo-
graficas, a fin de definir las necesidades
profilacticas de cada region.

La presencia de HPV en muestras cito-
logicamente normales también es muy va-

riable; en las pacientes con citologia nor-
mal de este estudio fue de 18,2% siendo
este porcentaje semejante al encontrado en
otras pacientes espaiiolas (28). En los casos
con anormalidades celulares se encontr6
HPV en todas las categorias, siendo elevado
en las LSIL y HSIL (22, 30). Dos casos de
LSIL fueron HPV negativos. Es posible que
entre el 5% y el 10% de las LSIL sean nega-
tivas para HPV, probablemente debido a re-
sultados moleculares falsos negativos o a
una sobrevaloracion citologica (41). En
este estudio, las causas quizas estuvieron
relacionadas con una delecién de la region
L1 del genoma viral, hipocelularidad o erro-
res téenicos, por lo que a estas pacientes se
les debe repetir el analisis molecular para
HPV.

La infecciéon por miiltiples tipos de
HPV es muy coman entre la poblacion (29)
y tiene un significado controversial en rela-
cion a su asociacion con el desarrollo de
cancer de cuello uterino. Al respecto, inves-
tigaciones senalan que la pacientes con ci-
tologia anormal e infeccion multiple por
HR-HPV podrian considerarse de mayor
riesgo para el desarrollo de HSIL y céancer;
asi mismo, se considera que la infeccién
multiple favorece la persistencia de un tipo
viral oncogénico especifico (31). En este es-
tudio, el 43,3% de las muestras presentaron
multiples tipos de HPV, todos de alto riesgo
oncogénico y en diferentes combinaciones.
Los tipos virales 31, 33, 45, 51, 56, 58 y 66
fueron los mas frecuentemente hallados en
coinfeccion, lo cual debe ser considerado
debido a que posiblemente esta asociacién
de tipos virales de alto riesgo favorezca de
algtin modo a la carcinogénesis cervical. La
prevalencia de infeccion madltiple por HPV
en este estudio fue semejante al porcentaje
de otros investigadores, en diferentes arcas
geograficas y en los que se incluyen pacien-
tes con citologias anormales (17, 27). Aun-
que, en un estudio realizado en Colombia a
2.109 pacientes, de distintas regiones del
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pais y con diferentes condiciones socio-cul-
turales, los autores determinaron que apro-
ximadamente el 60% de ellas tenian infec-
cién multiple sefialando que problemente el
uso combinado de cebadores permitié una
mayor deteccion de estos casos (32). Se re-
quiere entonces de investigaciones futuras
para revelar la verdadera importancia de la
coinfeccion viral, a fin de contribuir en el
esclarecimiento de su participacién en el
desarrollo del cancer cervical.

Se considera que la pl6INK4a puede
ser un marcador predictivo de la presencia
de células transtormadas por HPV y de le-
siones clinicamente significativas (19, 33,
34) y que su deteccion puede ser atil para
el diagnostico y en la deteccion de verdade-
ras lesiones intraepiteliales (33). En el pre-
sente estudio, la expresion de la p16INK4a
se observé en el 35,8% de las muestras estu-
diadas y la mayor proporcién de casos eran
SIL. El dnico caso de ASC-US de este estu-
dio aunque positivo para infeccién mdaltiple
de HR-HPV, no expresé la p16INK4a, proba-
blemente debido a que el DNA viral se en-
contraba en estado episomal, no integrado.
Por ello, es necesario estudiar un mayor na-
mero de pacientes para determinar la utili-
dad del andlisis de pl6INK4a en frotis
atipicos.

En este estudio encontramos asocia-
cion estadisticamente significativa entre las
células anormales con expresiéon de
pl6INK4a y la presencia HR-HPV, lo cual
confirma la utilidad de esta proteina en la
identificacién de células transformadas por
el HPV (17, 35). Sin embargo, hallamos ca-
sos con sobrexpresion de p16INK4a y ausen-
cia de HPV; probablemente esta inmuno-
rreactividad se debié a mecanismos no rela-
cionados con el HPV, a dificultades en la in-
terpretacion de los resultados inmunocito-
quimicos o a que el método molecular no
detect6 el HPV presente (16, 20). Caso con-
trario también ocurri6: pl6INK4a negati-
va/HPV positivo, lo cual pudo deberse a la

presencia de HR-HPV no integrado, HPV de
bajo riesgo oncogénico o probablemente
debido a una metilaciéon del gen p16INK4a,
sin expresiéon del mismo por silenciaciéon
genética (16). Finalmente, es posible que
en los casos con anormalidades celulares
no existieran células inmunorreactivas, de-
bido a que en la muestra quedaron muy po-
cas células anormales o ninguna (20). En
cualquiera de los casos, deben repetirse las
pruebas a fin de confirmar los resultados
en correlacion con los hallazgos citol6gi-
cos. Nuestros resultados reafirman la utili-
dad del estudio de la expresién de la
p16INK4a en la pesquisa de las lesiones del
cuello uterino, ya que muestra elevada es-
pecificidad diagnéstica (18). Sin embargo,
es conveniente realizar el seguimiento de
las pacientes con positividad para este bio-
marcador, a fin de determinar su valor pre-
dictivo, lo cual sera objeto de investigacio-
nes futuras.

En conclusion, estos hallazgos apoyan
la evidencia que la implementacion de nue-
vas tecnologias en la rutina diaria del labo-
ratorio contribuye significativamente en la
deteccion precoz del cancer de cuello uteri-
no aportando datos importantes, que favo-
recen el manejo clinico apropiado de la pa-
ciente. La deteccion de HPV combinada con
la p16INK4a podria utilizarse para la eva-
luacion de pacientes con mayor riesgo a de-
sarrollar lesiones significativas del cuello
uterino.
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