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l. MARCO TEORICO

HISTOLOGIA DEL CUELLO UTERINO NORMAL

El cuello uterino esta tapizado por dos tipos de epitelio, el exocervical que es plano
estratificado y el endocervical que es cilindrico mucosecretor. El sitio de unién de
ambos epitelios se llama unién escamo-columnar y es muy variable, ya que esta
relacionada con la edad y depende en gran parte de la accion de las hormonas
ovaricas; en las mujeres nubiles, el 28% presenta una ubicacion endocervical y en el
restante 72% ocupa el exocérvix.*

Epitelio exocervical

El exocérvix esta cubierto por epitelio escamoso estratificado no queratinizado. Su
altura estd determinada por la produccion endogena de hormonas y depende de la
edad y de la estimulacién hormonal. Durante la vida reproductiva el epitelio es alto y es
bien diferenciado, se compone de una capa basal de células con nudcleo elongado
perpendicular a la membrana basal, una 0 mas capas de células parabasales, una
ancha zona de células intermedias con abundante glucogeno citoplasmético y un
recubrimiento de células planas superficiales. Durante la nifiez y la posmenopausia,
debido a la ausencia de estimulacion hormonal el epitelio escamoso es bajo, solo
contiene algunas capas de pequefias células epiteliales poco diferenciadas, el escaso
citoplasrr21a carece de glucdgeno y la estratificacion puede ser apenas visible o estar
ausente.

Fig.1 El exocérvix esta formado por un epiteiio plano estratificado no q'ueratinizado

Las células parabasales tienen un ciclo de recambio de 3 dias en comparacion con los
30 dias que requieren las células basales, con un tiempo promedio de regeneracion del
epitelio escamoso de 5.7 dias, este proceso se puede acortar 30 o 45 horas al
administrar estrogenos; mientras que la progesterona inhibe la maduracién en las zonas
media y alta del epitelio.*

El proceso fisiologico de la descamacion ocurre al exfoliarse células de las capas mas
superficiales, un factor responsable de la descamacion celular es la reduccion o
desaparicion de las proteinas de adhesion celular, siendo la mas importante de ellas la
E-cadherina que participa en la diferenciacion, el soporte y el mantenimiento de la
arquitectura de los tejidos.*




Estroma. El epitelio exocervical recubre un estroma fibroconectivo rico en vasos
capilares y esta separado del mismo por una lamina o membrana basal, dicha
membrana se compone por lamininas, colageno IV y V, fibronectina y proteoglicanos y
tiene gran importancia en las alteraciones del crecimiento y diferenciacion de las células
epiteliales.*

Epitelio Endocervical

El epitelio del canal endocervical es cilindrico mucosecretor y reviste tanto la superficie
como las hendiduras y criptas subyacentes a la mucosa superficial.' Una Unica capa de
células epiteliales cilindricas altas cubre la superficie mucosa y recubre a las glandulas,
sus nucleos son pequefios y de localizacion basal durante la fase proliferativa inicial y el
citoplasma es claro con abundante moco sobre todo en la fase proliferativa tardia.?

Debajo del epitelio endocervical a menudo se observa una pequefa capa de células de
reserva. Si bien las células de reserva son bipotenciales y en consecuencia pueden
producir queratina o mucina, en esencia no son precursoras de las células cilindricas,
las cuales pueden proliferar por si mismas mediante actividad mitética.?

Unién escamo-cilindrica

El punto donde se unen el epitelio escamoso y el epitelio cilindrico es la union escamo-
cilindrica. La posicion de esta union es variable debido tanto a la anatomia cervical
como a la distribucion de las células basales y de reserva subcilindricas que existen
inmediatamente por encima de esta union. La microanatomia de esta region esta
gobernada por la progresiva diferenciacion de las células de reserva, lo que da lugar a
la migracién en sentido craneal de la union escamo-cilindrica. La porcién del epitelio
cilindrico que se ve reemplazada por epitelio escamoso se denomina zona de
transformacion, la cual es el lugar donde se desarrollan las lesiones precancerosas y
los carcinomas escamosos. °

Unién
. escamocilindrica 3o
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Fig.2 En el diagrama (superior), las células de reserva de la zona de hallan en continuidad con las células
basales del exocérvix (derecha) y pueden sufrir diferenciacion cilindrica y escamosa (metaplasia). Las
fotomicrografias en la parte inferior representan (de izquierda a derecha) células de reserva subcilindricas
quiescentes, células de reserva que sufren metaplasia cilindrica, células de reserva que sufren
metaplasia escamosa y epitelio escamoso exocervical (derecha).’




VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

El virus de papiloma humano (VPH) se considera el agente causal mas importante para

el desarrollo de las lesiones escamosas intraepiteliales y carcinoma cervicouterino, por

ello, el conocimiento de su biologia es fundamental para entender la carcinogénesis
: 1

cervical.

HISTORIA DEL VPH

Los papilomavirus constituyen una familia muy diversa de virus no encapsulados y que
se encuentran en la mayoria de especies vertebradas, incluyendo mamiferos, reptiles y
aves. Las lesiones verrucosas caracteristicas de las infecciones cutdneas y mucosas
han sido descritas desde tiempos antiguos; sin embargo fueron relacionadas a un
agente infeccioso hasta principios de siglo 20 por Ciuffo. La primera identificacion de un
papilomavirus fue en 1933 en los conejos cola de algodon. En 1956, Koss describio los
aspectos morfologicos de las células de las lesiones verrucosas en el cérvix, acufiando
el termino atipia coilocitica. Sin embargo; pasarian otros 20 afios antes de que los
investigadores fueran capaces de demostrar que estos cambios morfoldgicos se
asocian a infeccién por VPH.*

La relacién entre el VPH y las lesiones premalignas del cuello uterino se establecio en
1976, cuando Meisels y su grupo observaron lesiones planas en la mucosa, con
caracteristicas morfoldégicas semejantes a las de los condilomas de los genitales
externos y la demostracion subsiguiente del VPH mediante inmunohistoquimica y
microscopia electrénica.’

A finales de los 70°, se caracterizaron los primeros tipos de VPH y en 1981, De Villiers,
Gizman y Zur Hausen publicaron la primera clonacion del ADN de un VPH. En la
siguiente década con el progreso de las técnicas de recombinacion de ADN fue posible
demostrar el genoma viral del VPH en la mayor parte de las LEI.”

TIPOS DE VPH

Los VPH originan una variedad de lesiones proliferativas en la piel y mucosa oral y
anogenital. Actualmente han sido clonados més de 100 tipos del VPH y por lo menos 20
de ellos muestran tropismo por el tracto anogenital.™ ®

Los virus con afinidad por las mucosas se clasifican segun su riesgo de progresion a
cancer: por ejemplo, los tipos 6 y 11 son virus de bajo riesgo, mientras que los tipos 16
y 18 son de alto riesgo; estos cuatro tipos corresponden a dos tercios de los VPH
asociados con neoplasias anogenitales. Los virus del papiloma humano de bajo riesgo
(VPH-BR) se relacionan principalmente con el condiloma acuminado y las lesiones de
bajo grado, en contraste los virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR) u
oncogénicos se encuentran en todo el espectro de lesiones de alto grado e invasoras.
El tipo 16 aparece més asociado con lesiones del epitelio escamoso y el VPH-18 es el
tipo més frecuente en las neoplasias glandulares.™ "®

VPH Alto riesgo 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82
VPH Bajo riesgo 6, 11,40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81




La determinacion del tipo de VPH permite seleccionar mujeres que tienen riesgo
elevado de desarrollar carcinoma cervicouterino o lesiones intraepiteliales escamosas.
Principalmente los tipos 16 y 18 se han detectado en méas del 99% de lesiones de alto
grado y en carcinomas cevicouterinos. Sin embargo, aunque no hay una explicacién
adecuada al respecto, también existe un 5 a 25% de mujeres con Ccérvix
histologicamente normal y que presentan infeccion por VPH-AR, de las cuales muy
pocas desarrollan lesiones precancerosas y carcinoma invasor.® °

Fig. 3. Esquema que muestra la relacion entre la clasificacion morfoldgica y el tipo de VPH.

ESTRUCTURA Y GENOMA DEL VPH

Los papilomavirus se caracterizan por ser virus pequefios, con un virion no envuelto
gue mide 45-55 nm. de didmetro y una capside proteica icosaédrica constituida por 72
subunidades o capsOmeros. El analisis bioquimico revela que la particula carece de
lipidos y carbohidratos y contiene varias proteinas. La capside viral esta constituida por
dos proteinas estructurales diferentes: una proteina principal que da reaccion cruzada
con todos los VPH, por lo que se considera un antigeno especifico de género, y una
proteina secundaria que es altamente esgaecifica del tipo de VPH y puede ser utilizada
para la tipificacién inmunohistoquimica.**

El VPH cuenta con un genoma de acido desoxirribonucleico (ADN) circular de doble
cadena, de aproximadamente 8000 pares de bases de longitud, contiene 9-10 regiones
codificantes que se denominaron marcos de lectura abierta (ORFs, por sus siglas en
inglés). Dichas regiones codificantes son segmentos de ADN que contienen secuencias
de nucledtidos que codifican las proteinas no estructurales involucradas en la
regulaciéon de las funciones virales y las proteinas estructurales implicadas en la
produccién de particulas infecciosas. Aquellas que codifican proteinas no estructurales
se conocen como genes de expresion temprana o E (early) y las que codifican
proteinas estructurales se denominan genes de expresion tardia o L (late) segun el
tiempo en que son expresados dentro del ciclo de vida viral. Los papilomavirus tienen 7
a 8 genes tempranos y 2 genes tardios; Ademas tienen una regién no codificante
llamada region larga de control o region reguladora principal, la cual contiene las
secuencias de regulacion en la expresion de todos los genes de las regiones temprana
y tardia.>*°




La proteina E1 es importante para el mantenimiento y replicacion del genoma viral. E2
participa en la transcripcion y replicacion del ADN viral, en los tipos de VPH de alto
riesgo suprime a E6 y E7. E4 es necesaria para la produccién de L2, también rompe las
gueratinas citoplasmicas causando la condensacion de tonofilamentos en la periferia de
la célula y el halo perinuclear caracteristicos del coilocito. E5, E6 y E7 participan en la
transformacion celular. E5 se une a proteinas de membrana del huésped y receptores
de factores de crecimiento, incluyendo el factor de crecimiento epidérmico y el factor de
crecimiento derivado de plaguetas y es necesaria para la amplificacion del genoma
viral, también ayuda a prevenir la apoptosis de las células después del dafio al ADN y
por ultimo facilita la evasion del sistema inmune por células infectadas mediante la
alteracion de la presentacion del antigeno. Las oncoproteinas E6 y E7 estimulan la
progresion de ciclo celular induciendo la proliferacion de las células basales infectadas

para facilitar la replicacién del genoma viral.* **
E2
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Fig. 4. Genoma del virus del papiloma humano.

Funciones de los genes del VPH
Categoria funcional Funcion primaria

Replicacion Mantenimiento episomal
Replicacion, Mantenimiento episomal
transcripcion Supresor de E6y E7
Replicacion, Produccion de L2, destruccion
transcripcion de filamentos de queratina
Replicacion, Estimulacion de receptores de
transcripcion, factores de crecimiento
transformacion
Replicacion, Regulaciéon positiva del ciclo
transformacion celular y telomerasa.

Regulacion negativa de p53
Replicacion, Regulaciéon positiva del ciclo
transformacion celulary p21y p27

Regulacién negativa de pRb
Ensamblaje viral Proteina mayor de capside
Ensamblaje viral Proteina menor de cépside
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CICLO VITAL DEL VPH Y CARCINOGENESIS CERVICAL

El ciclo de vida de los papilomavirus depende del proceso normal de maduracion del
epitelio escamoso. El primer paso para la infeccion por el virus del papiloma humano
(IVPH) es el contacto de viriones intactos con las células inmaduras del epitelio
escamoso. Todo el epitelio escamoso es susceptible de infeccion por VPH; sin
embargo, la zona mas vulnerable es la union escamo-columnar. No se conoce con
exactitud como se produce la infeccion, aunque se piensa que esta inicia en la capa
basal y que el virus alcanza estas células a través de defectos en la mucosa superficial
(erosiones, cervicitis).*

El mecanismo de infeccidon implicaria la unién del virus a la superficie de las células
diana, la internalizacion del virus en la célula, la apertura de la capside y la liberacion de
ADN virico en el ntcleo de la célula huésped.*

Después de la introduccion del virus en el epitelio pueden ocurrir dos clases de
infecciones: latentes y productivas.*

En la infeccion de tipo latente el ADN viral permanece en el nucleo en su forma circular
libre o episomal gracias a E1, el virus se mantiene en la superficie sin replicarse y no
ocurren cambios morfolégicos identificables. Por el contrario, en la infeccién activa o
productiva existe una intensa actividad de replicacién del ADN viral con generacion de
viriones, misma que se lleva acabo principalmente en las células escamosas
diferenciadas, esto es, en las capas intermedia y superficial, con produccién de
proteinas de capside y sintesis de gran cantidad de ADN viral que inducen cambios
celulares caracteristicos en las células infectadas, los cuales son detectables por
citologia y por histologia.® Una vez que el genoma viral se ha integrado al ADN de
huésped se fragmentan ciertos genes, entre ellos E4 , E5 y E2. El fragmento de E2 es
insuficiente para suprimir E6 y E7.*

£ Effect of HPY on Squamous Mucosa

L HI'Y imact
A Wims

Inlecton

CINT CINZICING SCC

HPV Integatio
Ines herst CHS

Fig. 5. Efecto del VPH en el epitelio escamoso maduro: NIC 1 se asocia con la forma episomal, ligada a
maduracion escamosa. La progresion a NIC2/NIC3 y carcinoma invasor es asociada a la integracion de
ADN en el genoma del huésped.
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Proteina E6

E6 es una proteina de 151 aminoacidos que contienen dominios de zinc, durante la
infeccién por VPH juega varios papeles, interfiriendo con varias vias celulares, creando
un ambiente favorable para la replicacion viral y neutralizando los controles de vigilancia
celulares.* *2

E6 bloquea la apoptosis y promueve la degradacion de p53, con la consecuente
anulacion del control ejercido por p53 sobre el ciclo celular, de manera que la célula no
detiene su ciclo celular en respuesta al ADN dafado y tampoco induce apoptosis de las
células alteradas, lo que genera inestabilidad genética y permite la acumulacién de
mutaciones en diversos genes. También inhibe la diferenciacién y senescencia celular
al estimular la inmortalizacion, afecta el contacto célula-célula, asi como la polaridad
celular conduciendo al fenotipo metastasico e invasivo. **

De forma similar inactiva otras proteinas proapoptoicas incluyendo Bax-Bax, de esta
manera permite la progresion celular y previene la muerte de las células infectadas.* *?

La proteina oncosupresora p53 funciona como guardian de la integridad del genoma de
la célula huésped, esta encargada de que el ciclo celular progrese tras comprobar que
el genoma esta intacto y ante cualquier dafio del ADN se expresara como consecuencia
del freno del ciclo celular. Se sabe que p53 es inactivada por la oncoproteina supresora
del VPH, EB6, la cual se une a p53 y promueve su degradacion, por lo que su funcion se
altera durante la infeccién por VPH AR, sin que se produzca una verdadera mutacion
del gen. La proteina p53 no se expresa en el epitelio cervical normal, pero si se
incrementa con los grados de NIC. Segun algunos investigadores, a pesar de que la
infeccién por VPH-AR es la responsable de la sobreexpresion de p53, la expresion de
esta proteina no puede considerarse como un factor de valor pronostico.™*

Proteina E7

Es una proteina nuclear de 98 aminoacidos, su extremo amino interacciona con las
proteinas blanco, las cuales son importantes reguladoras del ciclo -celular,
especialmente en la transicién G1-S.*

La sobreexpresion de E7 en las infecciones por VPH-AR ocasiona degradacion de pRb
y por lo tanto una sobreexpresion de pl6. En tejidos normales, pRb actia como un
regulador negativo de la expresion de pl6, cuando E7 inactiva a pRb permite la
liberacién de E2 y la progresion a través del ciclo celular; sin embargo, la respuesta de
la célula huésped es prevenir la entrada a la fase S mediante la regulacion y expresion
de pl16. Aunque existe una sobreexpresion de pl6, esta es funcionalmente inactiva
como resultado de la degradacion de pRb. Las alteraciones en pl6/pRb han sido
descritas en una gran variedad de canceres, incluyendo melanoma, glioma, carcinoma
de mama, pulmén y préstata.* *2
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Otros genes involucrados

Santin et al., identifico ciertos genes que estan alterados en los estadios tempranos del
carcinoma cervical, comparado con los queratinocitos normales. De los genes que se
sobreexpresan el mas importante es el gen 2A inhibidor cinasa dependiente de ciclina,
uno de estos productos es la proteina pl6. Otro gen sobreexpresado es el B-myb que
juega un rol esencial en la progresion del ciclo celular, ademas contribuye a los efectos
carcinogénicos de E7. Prostaglandina E2 sintasa participa en la evasion tumoral
mediante la supresion de la inmunidad celular en el huésped. Ciclina B1 y MCMS son
otros genes involucrados en el crecimiento y proliferacion celular. Los genes de
regulacion baja son genes supresores tumorales y proteinas involucradas en la
homeostasis y apoptosis. Estudios adicionales han identificado genes asociados con la
resistencia a la radioterapia, asi como genes asociados al potencial metastasico.*

La coexpresion de E6 y E7 induce la actividad de la telomerasa, la cual también parece
jugar un papel importante en la transformacién celular mediada por VPH, la telomerasa
facilita la progresion ininterrumpida del ciclo celular.*

Por otra parte, es importante interrelacionar los cambios morfolégicos que ocurren en el
epitelio y que son visibles por microscopia convencional con las alteraciones
moleculares que sufren las células infectadas; algunos ejemplos de esto son:
crecimiento e hipercromasia nuclear, como resultado de la sintesis de ADN del huésped
mediada por la activacion de los genes virales E6 y E7, aclaramiento citoplasmico y los
haI?:::1 perinucleares resultantes de la disrupcion de citoqueratinas por expresion de
E4.”

Productive infection
w E2 regulates the expression of HPY
e —_— . oncoproteins E6 and ET in low grade

i E6 E lesions that support ¢pisomial
replication.

HPWV Intepration {loss of E2)

-

;: _ L Cell Cycle

w . a E”’ == P PProgression
T

Lows of E2 allows for

Cell Cycele ; ik
Pln,o_v:-;:inn upregulation of Ef and E7,
resulting in eell cvele
activation and Progression o
Fo i il Cell Cvele high grade dysplasia and
E& i ¥ e
Progressisn caneeT,

Fig. 6. Funcion de las proteinas de VPH
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LESIONES ESCAMOSAS INTRAEPITELIALES

Cuando se afecta el control de la division celular y se pierde gradualmente el control de
las funciones basicas, como la diferenciacion celular, se produce la transformacion
neoplasica. Las células retienen su capacidad mitésica, pero no se diferencian
adecuadamente conforme ascienden en el epitelio, por lo que dicha proliferacion es
desordenada.®

La historia natural del céancer cervical implica la progresiéon gradual por etapas
intraepiteliales llamadas precursoras o premalignas, las cuales son estrictamente
intraepiteliales, es decir, se encuentran por encima de la membrana basal que separa el
epitelio escamoso del estroma.™®

Histol6gicamente estas lesiones intraepiteliales se caracterizan por:
— Pérdida de la polaridad
— Ausencia de diferenciacién y de maduracién
— Alteracion en la relacion ndcleo/citoplasma
— Ndcleos hipercromaticos
— Cromatina de distribucion anormal
- Mitosis anormales™®

CLASIFICACION DE LAS LESIONES ESCAMOSAS INTRAEPITELIALES

La diversidad de imagenes que muestran las alteraciones premalignas del epitelio
escamoso del cuello uterino ha provocado la aparicion de por lo menos tres
clasificaciones histolégicas: *

1) La clasificacion de displasias (Reagan, 1953)
2) La clasificacion de neoplasia intraepitelial cervical o NIC (Richard, 1967)
3) La clasificacién del sistema Bethesda (1988)"

En 1953, Reagan introduce el término displasias, que etimolégicamente significa
“alteracion en el desarrollo”, y las clasifica en:

Leve, cuando involucra el tercio inferior del epitelio

Moderada, cuando abarca los dos tercios inferiores del epitelio

Severa, cuando afecta la totalidad del espesor del epitelio. *

En 1961 en el congreso internacional de Viena se definen los términos: Displasia y
Carcinoma in situ.*®

Displasia: Todo epitelio escamoso situado sobre la superficie o en las glandulas que
muestra alteraciones en la diferenciacion, pero sin alcanzar el grado de perturbacion
que caracteriza al carcinoma in situ.*®

Carcinoma in situ: aquella lesién con pérdida de la diferenciacion en todo el espesor del
epitelio y que puede extenderse a las glandulas™
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En 1967, Reagan desarrolla el concepto de Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) con
tres grados progresivos, incluyendo en el grado 3 la displasia grave y el carcinoma in
situ de la clasificacion anterior. Esta clasificacion ha sido considerada bastante
adecuada durante mas de 20 afios y por lo tanto la mas utilizada internacionalmente.
No obstante, un numero creciente de publicaciones sefialaron el hecho de la
sorprendentemente baja seguridad diagnostica en la parte menos severa del espectro,
tanto en material cito como histoldgico; se sugirio, por lo tanto, que este sistema de
gradacion debia ser modificado y sustituido por un sistema binario que segregara los
procesos con atipia celular muy discreta de aquellos con atipia franca.™

Las razones anteriormente expuestas, junto con los avances en el conocimiento de la
carcinogénesis cervical y en el diagnéstico citologico, motivaron una reunién en el
Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos, en Bethesda (Maryland). Fruto de
dicha reunién fue un nuevo sistema de nomenclatura para informes citolégicos
ginecoldgicos (Sistema o Clasificacion de Bethesda), en el que se unificaron criterios y
se adoptaron recomendaciones que la experiencia general acumulada aconsejaba. La
parte fundamental de esta nueva clasificacion fue la elaboracién de un sistema binario
para catalogar las anormalidades celulares preneoplasicas en el extendido citoldgico,
denominandolas lesiones intraepiteliales escamosas de alto o bajo grado. El termino
«alto grado» incluye el CIN 2 y CIN 3 de la clasificacion de Richard y el termino «bajo
grado» el CIN 1 y las alteraciones celulares producidas por papilomavirus (VPH). Esta
clasificacion fue difundida en 1988, minimamente modificada en 1991 y actualizada
recientemente en 2001.%

El sistema Bethesda divide las lesiones epiteliales escamosas no invasoras en: Lesion
escamosa intraepitelial de bajo grado (LEIBG) y lesion escamosa intraepitelial de alto
grado (LEIAG). Esta terminologia refleja la historia natural de la infeccién por VPH y
diferencia las lesiones asociadas a infeccion aguda en la que el virus permanece en un
estado episomal (LIEBG) de aquellas lesiones resultantes de una infeccidn proliferativa
en la cual el virus es integrado en el genoma del huésped (LIEAG).®

Las ventajas del sistema Bethesda son:

1) Evita la discordancia entre diferentes patologos al definir Unicamente dos
variables

2) Mayor utilidad clinica, ya que los médicos deben enfrentarse casi siempre a dos
opciones de tratamiento (seguimiento o extirpacion)

3) Correlacion entre los dos grados, el riesgo de progresién y los tipos virales.”

La clasificacién en solo dos grados es mas cercana a la posibilidad real del diagnéstico
morfoldgico y de la terapéutica actual.”
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La Organizacion Mundial de la Salud en su Clasificacion Histolégica Internacional de
Tumores en 1975 incorporo la clasificacion de displasias. En su penultima revision
(1994) acepto indistintamente la nomenclatura de NIC y displasia; sin embargo, a partir
del 2003 se aprobd la clasificacion de NIC y la de lesiones intraepiteliales escamosas,
segun la propuesta del sistema Bethesda. Aunque la nhomenclatura de este ultimo se
propuso para el estudio citopatoldgico, por razones naturales se incorporé a la
histopatologica. La Norma Oficial Mexicana (NOM-014-SSA2-1994) estableci6 de
acuerdo con la OMS, denominar a las alteraciones premalignas como displasias o NIC
y, a partir de 2007 se incluy6 la nomenclatura de Bethesda.”

CORRELACION ENTRE LAS DIFERENTES CLASIFICACIONES HISTOLOGICAS DE LAS
LESIONES ESCAMOSAS INTRAEPITELIALES DEL CUELLO UTERINO

Reagan, 1953 Richard, 1967 Bethesda, 2001

Displasia Leve NIC | LEIBG

Displasia Moderada NIC I LEIAG

Displasia Severa NIC Il LEIAG

Carcinoma in situ NIC Il LEIAG

NIC = Neoplasia intraepitelial cervical

LEIBG = Lesién escamosa intraepitelial de bajo grado

LEIAG = Lesién escamosa intraepitelial de alto grado

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO DE LAS LESIONES ESCAMOSAS
INTRAEPITELIALES DE BAJO GRADO (NIC 1)

Las caracteristicas morfolégicas asociadas con la infeccion productiva del VPH
incluyen:

— Coilocitosis

— Disqueratosis

— Multinucleacion

— Hipercromasia nuclear
Irregularidad del contorno de la membrana nuclear *°

En general el patron de maduracion escamosa se conserva y las mitosis se localizan
Gnicamente a nivel basal y parabasal. Aunque las anormalidades citonucleares
tipicamente afectan todo el espesor del epitelio (de ahi que sean accesibles al
Papanicolaou) existe retencion de la maduracion escamosa y la mayoria de las
alteraciones se presentan en el tercio inferior del epitelio.*®

Como el epitelio escamoso en rico en glucogeno, la inflamacion y los cambios reactivos
en el epitelio pueden imitar coilocitosis y cambios citonucleares como multinucleacion,
irregularidad en los contornos nucleares e hipercromasia, todos los cuales pueden
llevar a establecer un diagnostico erréneo de displasia de bajo grado.®
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DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO DE LAS LESIONES ESCAMOSAS
INTRAEPITELIALES DE ALTO GRADO (NIC 2 y NIC3)

Caracteristicas morfologicas:

- Perdida de la maduracion

- Perdida de la polaridad

- Mitosis anormales
Atipia citonuclear, que incluye: incremento del radio nucleo/citoplasma (N/C),
irregularidad en el contorno nuclear y cromatina gruesa.*®

En la NIC2 la atipia celular abarca dos tercios del epitelio y aun persiste maduracion
escamosa en el tercio superior. En la NIC 3 la atipia citonuclear abarca la totalidad del
espesor del epitelio.*®

El diagnostico de neoplasia intraepitelial cervical se basa principalmente en la presencia
de atipia nuclear y perdida de la maduracion escamosa (polaridad). Estadificar
adecuadamente a las NIC es importante para entender el promedio de regresion,
persistencia y progresion de las lesiones de bajo grado (NIC 1) y lesiones de alto grado
(NIC 2y 3) ya que su tratamiento y seguimiento clinico es diferente.®
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Fig. 7. Esp scamosas intraepiteliales. A. epitelio escamoso normal con fines

comparativos. B NIC | afectacion del tercio inferior del epitelio. C NIC Il afectacion de los dos tercios
inferiores del epitelio. D NIC IIl afectacion de la totalidad del espesor del epitelio.3
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DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE LAS LIEAG (IMITADORES DE LAS LIEAG)

Los principales diagnoésticos diferenciales de las LIEAG incluyen: cambios reactivos,
hiperplasia de células basales, metaplasia escamosa inmadura, atrofia escamosa y
LIEBG.'

Hiperplasia de células basales. Se caracteriza por engrosamiento de las zonas basal y
parabasal con agrandamiento nuclear y basofilia del citoplasma. Por arriba de esta zona
engrosada, aun conserva la maduracion escamosa y la polaridad, ademas no hay
pleomorfismo nuclear ni hipercromasia.*®

Atipia reactiva. Se caracteriza por presentar ndcleo vesicular y agrandado, nucléolo
prominente y aumento de la actividad mitotica. La atipia que se observa en las
condiciones reactivas usualmente se restringe a la capa basal y la maduracion
escamosa se conserva en el epitelio superficial. Sin embargo, en casos dificiles se
puede utilizar el marcador p16 para distinguir entre ambas entidades.*

Atrofia escamosa. Esta entidad se presenta en estados de poca produccion de
estrogenos como en la menopausia 0 mujeres que toman anticonceptivos orales con
bajos niveles de estrogenos. Se caracteriza por adelgazamiento del epitelio escamoso
cervical sin evidencia de diferenciacion celular, las células son predominantemente del
tipo parabasal, pueden verse hipercromaticas y monomorfas. El aumento del radio N/C
y la carencia de maduracion epitelial son los datos que hacen de la atrofia un imitador
de la LIEAG; sin embargo, en la atrofia no hay actividad mitética ni pleomorfismo
nuclear, a menos que se asocie a cambios reactivos, en cuyo caso esta restringido al
tercio inferior del epitelio.*®
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Fig. 8. Atrofia escamosa. A. Tincién con H-E que muestra células basales monomorfas e hipercromaticas,
que carecen de maduracién normal. B. Ki67 que muestra positividad focal Gnicamente en la capa basal.
C. p16 con leve positividad en las glandulas endocervicales residuales en la parte superior, las células

escamosas son negativas.

18




Metaplasia escamosa inmadura. Esta variedad resulta de los diferentes estadios de la
metaplasia escamosa. Existe un aumento del radio N/C y relativa perdida de la
maduracion, pero las células metaplasicas son uniformes, redondas u ovales y con un
solo ntcleo cuyos contornos son lisos.*®

LEIBG vs LIEAG. Las LEIBG pueden presentar alteraciones citonucleares que se
extienden al epitelio superficial, pero el radio N/C no estd incrementado de forma
significativa como en las LIEAG. Debido a que la displasia cervical representa un
espectro continuo de cambios morfoldgicos, algunas lesiones pueden encontrarse en el
limite entre el bajo y el alto grado; en estos casos, se pueden utilizar otras técnicas
auxiliares como los marcadores pl6 y Ki67 para complementar la interpretacion
morfologica. Si una lesion presenta caracteristicas morfolégicas entre una NIC1 y una
NIC2, podemos hacer el diagnostico de LIEAG si Ki67 tiene una positividad nuclear
intensa en todo el espesor del epitelio y si pl6 tiene una positividad nuclear y
citoplasmica en dos tercios o todo el espesor del epitelio.*®

Fig. 9. LEIBG vs LEIAG. A. Tincién con H-E- en la que se observan caracteristicas morfolégicas limitrofes
entre NIC |y NIC Il. B. Positividad para Ki67 en los dos tercios inferiores del epitelio. C. Positiva nuclear y
citoplasmica para p16 en todo el espesor del epitelio16

LIEAG vs Carcinoma invasor. La evaluacion de una posible invasion puede ser
extremadamente dificii en biopsias cervicales que presentan caracteristicas
morfologicas de lesion de alto grado sin una cantidad suficiente de estroma subepitelial,
especialmente si la biopsia estd cortada de forma tangencial o malorientada. La
presencia de maduracion paraddjica en la base del epitelio, incluyendo grandes células
atipicas queratinizadas y perlas corneas, pueden sugerir invasion. En diversos estudios
se ha encontrado que la presencia de células atipicas y grandes de mas de 5 veces el
tamafio de las células basales, la presencia de perlas corneas, necrosis y
neovascularizacién son caracteristicas asociadas a carcinoma invasor.®
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HISTORIA NATURAL DE LAS LESIONES ESCAMOSAS INTRAEPI TELIALES

La historia natural de la infeccion depende principalmente del tipo de VPH, del estado
inmunitario de la paciente y de su edad. Se ha observado que las mujeres menores de
35 aflos son mas susceptibles de adquirir infecciones genitales con virus oncogénicos,
mismas que desaparecen en la mayoria de los casos; al contrario en las mujeres
mayores de 35 afios comunmente persiste la lesibn con cambios clinicos y
morfolégicos, ademas de presentar un mayor riesgo de progresion.*

La expresion de los oncogenes viricos en la capa basal, parabasal y de reserva genera
un dafio continuo al genoma del huésped y termina modificando el contenido general
del ADN de las células, proceso que se ve reflejado en el alto grado de aneuploidia que
presentan estas células. De los clones celulares proliferativos que expresan E6 y E7 se
relacionan ademas clones modificados que poco a poco van perdiendo la capacidad de
diferenciarse y transformarse en epitelio escamoso maduro, por lo tanto aumenta el
numero de células que mantiene el ciclo celular activo. En la histologia este proceso
explica que la NIC1 se transforme en NIC 2 o NIC 3 y que aumente el espesor de la
capa celular que expresa p16.

En la historia natural de las LEIBG, un numero significativo de casos (60 a 80%)
presentan regresion espontanea en un periodo de dos afios; una cuarta parte persisten
como tales; alrededor de 10 a 15% progresan a una lesion de alto grado y solo 1%
progresan a carcinoma invasor.* No obstante, es casi imposible predecir el porcentaje
de regresion definitiva, ya que las NIC 3 confirmadas mediante estudio histopatologico
generalmente son resecadas por completo o son eliminadas como consecuencia del
tratamiento.?

FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA PROGRESION O REGRESION DE LAS
LESIONES ESCAMOSAS INTRAEPITELIALES

La disparidad entre las tasas de infeccion por VPH y el desarrollo de carcinoma sugiere
la presencia de otros factores predisponentes a la transformacién maligna.*

Se considera que la carcinogénesis cervical es un proceso compuesto por varios pasos,
del cual el VPH es un carcinégeno necesario, pero no suficiente.?

Aunque algunas de las infecciones por VPH son causadas por virus de bajo riesgo
cuyas proteinas son incapaces de causar transformacion maligna, otros factores
podrian explicar porque algunas de estas infecciones progresan, mientras otras tienden
a desaparecer sin consecuencias clinicas.*

Los factores que intervienen en la regresion o progresion de las lesiones escamosas
intraepiteliales dependen tanto de las caracteristicas propias del virus, asi como de la
condicién del huésped.™

Factores virales: genotipo, integracion y carga viral

Factores del huésped: edad, tabaquismo, uso de anticonceptivos orales, paridad,
susceptibilidad genética y respuesta inmune.*?
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La regresion espontanea de las lesiones cervicales parece ser el resultado de la
respuesta inmune del huésped, simultdneamente participan la inmunidad celular y la
inmunidad humoral contra los antigenos del VPH. Después de la regresion, el ADN del
VPH puede persistir en un estado latente con escasas células en infeccion productiva,
durante esta fase la expresion genética puede estar limitada a E1 y E2, pero la
inmunodepresion puede reactivar infecciones latentes o causar progresion y resistencia
al tratamiento en infecciones activas. Para mantener la latencia se requiere que el virus
evada al sistema inmune, lo cual es posible gracias a que las proteinas de los
papilomavirus carecen de inmunogenicidad; ademas la proteina E5 modifica la
presentacion antigeno-anticuerpo.”

El factor de riesgo mas importante para el desarrollo de carcinoma cervicouterino (cacu)
es el nimero de parejas sexuales, ya sea de la paciente o de su pareja. En un estudio,
el 80% de las parejas masculinas de mujeres con NIC 1 presentaban lesiones en pene,
muchas de ellas ocasionadas por VPH; estas lesiones podrian causar infecciones de
repeticién y asi influir en el desarrollo de neoplasia.* *®

Los anticonceptivos orales (ACO) también pueden conferir cierto riesgo. En un estudio
se encontrd que las mujeres con infeccion por VPH-AR y que tomaron ACO por 6 afios
0 Mas, tenian 4 veces mas riesgo de desarrollar cacu, que aquellas mujeres con IVPH
AR que no tomaban ACO. Estos hallazgos sugirieron que el ambiente hormonal de
mujeres infectadas juega un papel importante en la susceptibilidad de la mucosa
cervical al desarrollo de malignidad.* *"*®

Se ha demostrado que la inflamacion cronica del cérvix también aumenta el riesgo de
progresion de displasia a carcinoma, encontrandose una correlacion positiva con la
infeccién por virus herpes simple 2 y chlamydia trachomatis.® El tabaquismo también se
ha reportado como un factor de riesgo relativo ya que algunos productos del
metabolismo del tabaco han sido encontrados en las secreciones cervicales. También
se sugiere una predisposicion genética, basado en las observaciones de que las hijas y
hermanas de mujeres con cacu tienen un mayor riesgo del desarrollo de carcinoma.* *®

FACTORES DE RIESGO PARA CARCINOMA CERVICAL: INFECCION POR VPH,
PERSISTENCIA Y TRANSFORMACION MALIGNA

Factor de Riesgo Infeccion por VPH Persistencia y progresion
Multiples parejas sexuales + n.e.
Higiene deficiente + n.e.
Pareja masculina sin + +
circuncision
Inmunodeficiencias, VIH +

Multiparidad n.e.
Anticonceptivos orales n.e.
Tabaquismo n.e.
ETS, aparte de VPH n.e.
Desnutricion n.e.

ETS = enfermedades de transmision sexual, especialmente C. trachomatis
n.e. = actualmente no hay evidencia de que sea un factor de riesgo
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INMUNOHISTOQUIMICA EN LAS LESIONES ESCAMOSAS INTRAE PITELIALES

¢ QUE ES LA INMUNOHISTOQUIMICA?

Es una técnica de inmunotincidon que se caracteriza por demostrar antigenos presentes
en células y tejidos, utiliza infinidad de biomarcadores moleculares capaces de detectar
procesos tanto benignos como malignos en diversas muestras histolégicas. Permite la
visualizacion de antigenos presentes en los tejidos mediante la aplicacion secuencial
de un anticuerpo dirigido contra un antigeno especifico (anticuerpo primario) y un
anticuerpo secundario que hara contacto directo con el primario mediante un complejo
enzimatico y un sustrato cromdgeno, capaces de lograr una activacion enzimatica a
nivel de este ultimo que finalmente producira una reaccion visible en el lugar donde esta
presente el antigeno.? %

Existen diferentes técnicas inmunohistoquimicas, pero todas se basan en el mismo
principio: se aplica un anticuerpo monoclonal o policlonal frente al antigeno en estudio
sobre un corte de tejido procesado correctamente y se lo marca de algin modo a fin de
que sea facil detectar el lugar de fijacién.?

En el método mas simple, el marcador se fija directamente a este anticuerpo (primario).
Si se opta por una marcacion cromogénica se utiliza una enzima (peroxidasa o
fosfatasa alcalina) y un sustrato cromégeno. Esta enzima actla sobre el sustrato y lo
convierte en un pigmento insoluble que precipita en el lugar del anticuerpo fijado, de
modo que revela su ubicacion en la célula o el tejido. Si se aplica una coloracion de
contraste2 adecuada al corte tisular, es posible localizar con facilidad el antigeno
marcado.

Se utilizan diversas técnicas para que este método sea mas versatil y sensible. En el
uso convencional del método, al anticuerpo primario no se le marca directa sino
indirectamente empleando un anticuerpo secundario marcado dirigido a la parte
constante (porcién cristalizable) del anticuerpo primario.?

La marcacion inmunohistoquimica cromogénica es estable y permite una evaluacion
directa con microscopio 6ptico convencional, no es necesario ningtin equipo especial.?

APLICACIONES DE LA INMUNOHISTOQUIMICA

La inmunohistoquimica tiene diversas aplicaciones en la practica diaria. Por ejemplo,
ayuda a determinar el origen de un tumor determinado. En la mayor parte de los casos,
esa determinacion depende de la expresion de las proteinas, definida por el tipo de
diferenciacion y de la ubicacion de las proteinas en la célula o el tejido. La aplicacion
mas importante tiene como objetivo definir el diagnéstico diferencial de tumores que
podrian ser problematicos: por ejemplo, diferenciar una NIC de un epitelio reactivo o
atréfico. Diversos tipos de datos también parecen indicar que es probable que el uso de
anticuerpos especificos mejore la reproductibilidad del diagnostico histopatoldgico.?
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También se ha utilizado para detectar la presencia de VPH, utilizando un anticuerpo
policlonal que reacciona con la proteina principal de la capside del virus, codificada por
la region L1, por lo que el marcaje se detecta exclusivamente en las células
diferenciadas del tercio superior del epitelio, fundamentalmente coilocitos, en las que
tiene lugar la sintesis de las proteinas estructurales del virus. El uso de este anticuerpo
solo es util en infecciones productivas, como lo demuestra el hecho de que el numero
de biog)osias antigeno positivas disminuye a medida que aumenta la severidad de la
lesion.

En el caso de antigenos relacionados con el ciclo celular como ki67 y pl6 son

empleados fundamentalmente para evidenciar las células con alta actividad proliferativa

gue estan asociadas con la aparicidén de lesiones intraepiteliales escamosas del cérvix
: 13

uterino.

PROTEINA p16

Esta proteina es un producto del gen supresor tumoral p16™*CDKN2A que pertenece
a la familia de reguladores del ciclo celular, llamados inhibidores de cinasa
dependientes de ciclina, ha sido identificada como un biomarcador de transformacion
en infecciones por VPH. Fisiolégicamente pl16 bloquea la actividad de CDK4/6 cinasa
dependiente de ciclina, actia en un ciclo de retroalimentacion negativa con otro gen
supresor tumoral, la proteina Rb, y detiene el ciclo celular en la fase G1-S, de esta
forma mantiene la proliferacion celular bajo control. Cuando el VPH AR infecta a la
célula huésped, la oncoproteina E7 se une y rompe Rb de su union con el factor de
transcripcion E2, de tal modo que promueve la progresion del ciclo celular, el ciclo de
retroalimentacion se pierde y pl6 se sobreexpresa y como resultado, la proteina se
acumula en el nacleo y citoplasma de las células afectadas y puede ser detectada por
técnicas de inmunohistoquimica.® #2% 23

El gen pl16 se localiza en el cromosoma 9p21, region en la que pueden producirse
alteraciones genéticas diversas. Se han detectado mutaciones en nifios con melanoma
familiar y adenocarcinoma pancreético y deleciones en melanomas esporadicos,
adenocarcinomas relacionados a esofago de Barret, carcinoma de células
transicionales de la vejiga y carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello.® 4%

Patrones de inmunoexpresién de pl16

La inmunotincion de pl6 se expresa con un patron difuso, intenso, nuclear y
citoplasmico en las lesiones escamosas intraepiteliales.> ° Las lesiones de bajo grado
muestran tincion focal a difusa en el tercio inferior del epitelio. Las lesiones de alto
grado presentan una tincion intensa y difusa en los dos tercios o todo el espesor del
epitelio.*® %
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La heterogeneidad en la inmunotincion puede representar una diferencia en el potencial
de agresividad entre las lesiones de bajo grado y tal vez refleja los diferentes estados
fisicos del virus (episomal, integrado). Es posible que las lesiones de bajo grado
expresen en forma intensa pl6, lo cual podria sugerir una gran cantidad de VPH
integrado y por lo tanto, pl6 puede utilizarse como un marcador de riesgo de
progresion. De igual forma, los focos de displasia de alto grado que son negativos a pl16
pueden representar lesiones que estan en proceso de regresion con un potencial de
eliminacion del virus.*® 2°

Algunos estudios han identificado que una variedad de lesiones no asociadas a VPH
presentan positividad focal e irregular de pl6, tales como metaplasia escamosa,
metaplasia tubal, adenocarcinoma endometrioide y seroso, por lo tanto, el contexto en
gue p16 es utilizado y su patron de distribucion e intensidad debe ser considerado antes
de confirmar la presencia de una lesién asociada a VPH.?*

Entre todos los marcadores, pl6 sigue siendo el mas confiable para la deteccion de
lesiones de alto riesgo. En general la proporcion de frotis cervicales y cortes
histologicos que sobreexpresan este marcador ha sido demostrado que incrementa con
la severidad de las alteraciones cito/histolégicas.?>?’

P16 se ha analizado en diversos tejidos neoplasicos y se ha relacionado como factor
pronostico, ya que se ha encontrado que la perdida de la expresién de esta proteina se
asocia con mal pronéstico hasta en un 20% de carcinomas gastricos, con invasion o
metastasis en melanomas malignos y con mayor riesgo de progresion a carcinoma en
lesiones premalignas de cabeza y cuello.’
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Fig. 10. Diferentes patrones 'de expresic')n de pl6 en el épitelio exocervical. pitelib escamoso normal.
B NIC 1. C NIC 3. D Carcinoma escamoso invasor
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Ki67

Ki67 es un antigeno que identifica células proliferativas y es expresado en todas las
fases del ciclo celular (G1, 2, G2/M). MIB-1 es el anticuerpo monoclonal que detecta a
este antigeno en el nucleo de las células en cortes en parafina. La infeccion por VPH
activa la progresion del ciclo celular del huésped con incremento de la cinetica celular y
este fendmeno se refleja con un incremento en la tincién de MIB-1.%% %8

En condiciones normales hay una expresion de MIB-1 en las células parabasales del
epitelio escamoso, por ello, la distincion entre una lesion intraepitelial escamosa y un
epitelio no neoplasico se basa en la presencia de MIB-1 en los tercios superior y medio
del epitelio. Las lesiones de alto grado usualmente muestran positividad nuclear difusa
a través de todas las capas del epitelio, mientras que en las lesiones de bajo solo es
positiva en pequefios grupos de células.?” 28 %

Los falsos positivos incluyen una sobre interpretacion positiva en la presencia de un
epitelio inflamatorio reactivo y en linfocitos intraepiteliales que también son positivos
para MIB-1. También los cortes tangenciales algunas veces pueden dar la impresion de
positividad en las células parabasales que se colocan superficialmente, dando lugar a
una confusion con una NIC. Ademas la interpretacion también se dificultad en muestras
muy pequefias cuando no se observa todo el espesor del epitelio.?® %°

i
|4
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Fig. 11. LEIAG. Se observa mmunoreactlwdad posmva para MIB-1 presente en el nlcleo de las células

en todo el espesor del epitelio (derecha), mientras que en el epltello normal la positividad esta limitada a
la capa basal (|qu|erda)

El antigeno ki67 detecta células en todas las fases activas del ciclo celular. Se expresa
normalmente en las células basales y parabasales del epitelio escamoso. Debido a que
se expresa de forma focal en las células basales y parabasales en epitelio atrofico, es
de gran ayuda para distinguir entre displasia de alto grado y atrofia. Su interpretacion
debe ser examinada con precaucion al examinar biopsias con lesiones inflamatorias, los
especimenes mal orientados también pueden ocasionar problemas en la interpretacion,
con epitelio superficial denudado o cortes tangenciales. Ademas los cambios
hormonales pueden influir en el nivel de expresion de ki67, ya que la positividad
aumenta en las células parabasales durante la fase latea del ciclo menstrual y durante
el embarazo. 232830
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HIBRIDACION IN SITU

Las técnicas de hibridacion in situ (HIS) se basan en la deteccion de secuencias de
acidos nucleicos, ADN o ARN, especificas mediante el uso de sondas marcadas. Las
sondas son moléculas de &cidos nucleicos cuya secuencia de nucleotidos es
complementaria de aquella que se quiere detectar. Para el tipado de VPH
habitualmente se usan sondas de ADN obtenidas donando el genoma completo de
cada tipo de VPH aislado, o una parte de él, en plasmidos bacterianos. A continuacion,
0 bien se marca el pldsmido completo, o bien se libera el ADN de VPH del plasmido
mediante la adecuada enzima de restriccion y se marca después de purificarlo por
electroforesis en gel.** %

En lugar de identificar antigenos proteinicos como los métodos inmunohistoquimicos, la
HIS identifica los &cidos nucleicos. Para ellos, se emplean sondas de acidos nucleicos
en lugar de anticuerpos. Las técnicas microscopicas para visualizar y localizar la
marcacion son similares a las empleadas para los métodos inmunohistoquimicos.?

Para detectar el ADN, las sondas de acidos nucleicos se dejan fijar a la secuencia de
ADN en cuestion. La sonda se une con la digoxigenina, que puede detectarse con un
anticuerpo anti-digoxigenina ligado a una enzima (por ejemplo, fosfatasa alcalina). Esa
enzima convierte el sustrato cromogénico en un pigmento insoluble, que precipita en la
sonda de ADN fijada, lo que marca su presencia y ubicacién en la secuencia de ADN.?

Se han utilizado una gran variedad de técnicas de hibridacion para tipar el VPH
presente en muestras ginecologicas. Algunas de estas técnicas requieren aislamiento
del ADN celular, mientras que otras se realizan sobre cortes de tejido o células
procedentes de citologias ginecolégicas. Entre las técnicas se encuentran: ** 2°

Southern Blot: en la que el ADN de la muestra se extrae y se digiere con una enzima,
los fragmentos se separan mediante electroforesis, el ADN se desnaturaliza y se
transfiere a filtros para finalmente hibridarse con las sondas.** %

Dot Blot: se desarrollo para facilitar el andlisis rapido de un gran nimero de muestras.
La diferencia principal con el Southern blot consiste en que el ADN se coloca
directamente sobre el filtro en el que se llevara a cabo la hibridacion.* %

La HIS en tejido presenta varias ventajas con respecto a las técnicas anteriores sobre
todo cuando se emplea marcaje no radioactivo: permite la realizacion de estudios
retrospectivos sobre material fijado en formol e incluido en parafina, da informacion
sobre la localizacion de los acidos nucleicos de VPH en el tejido y permite la deteccion
de ADN de VPH en muestras que resultan negativas por Southern blot en las que hay

s6lo un nimero muy reducido de células infectadas con un nimero elevado de copias.
13, 20
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HIBRIDACION IN SITU EN TEJIDO

La hibridacion in situ en tejido se diferencia de las técnicas anteriores en que no es
necesario extraer el ADN celular, sino que la hibridacién se realiza directamente sobre
cortes del tejido. Este método aporta, por lo tanto, informacion adicional sobre la
distribucién topografica de los cidos nucleicos de VPH en una lesion.** %

Varios factores influyen en los resultados obtenidos con esta técnica:

1. Fijacion del tejido: El fijador ideal para realizar técnicas de HIS ha de conservar
histologicamente el tejido lo mejor posible y evitar la degradacion de los acidos
nucleicos virales; en este sentido, los mejores resultados se obtienen con
paraformaldehido ** ?°

2. Adherencia del tejido al portaobjetos: Dado que esta técnica se realiza directamente
sobre cortes del tejido es fundamental que éstos no se despeguen del portaobjetos a lo
largo del proceso.** %

3. Digestion enzimatica del tejido: El pretratamiento enzimético del tejido antes de
realizar la hibridacién es un punto clave para optimizar los resultados obtenidos con
esta técnica. La finalidad de esta digestion enzimatica es permeabilizar el tejido y liberar
al ADN de su uniébn a proteinas de manera que las sondas puedan alcanzar
perfectamente sus secuencias diana. *> ?°

4. Hibridacién: Las sondas se emplean diluidas en una mezcla de hibridacion de
composicion compleja. En ella se incluyen agentes que bloquean las uniones no
especificas de las sondas al tejido, que aumentan la concentracion efectiva de la sonda,
acelerando la hibridacién.*® 2°

5. Lavado de posthibridacion: Este es un paso fundamental en el que se fijan las
condiciones de “permisividad” de la técnica. Estan implicados tres pardmetros: fuerza
i6nica del tampdn empleado en el lavado, concentracion de formamida en el mismo y
temperatura a la que se realiza.*® ?°

6. Deteccion del duplex sonda-secuencia diana: El método de deteccion del hibrido va a
depender del tipo de marcaje de la sonda empleada. Cuando se emplean sondas
marcadas con biotina la deteccidn del duplex se realiza con un complejo avidina-biotina-
enzima mas el correspondiente par sustrato/cromégeno, con lo que se obtiene una
reaccion coloreada. Las enzimas mas utilizadas son la peroxidasa y la fosfatasa
alcalina.'® %

T =i

Fig. 12. NIC II. Hibridéci()n in situ cén sonda de ADN para VPH 6/11
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[Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existe una relacion muy estrecha entre el carcinoma escamoso de cérvix y sus lesiones
precursoras con la infeccion por el virus del papiloma humano, el cual es considerado
como el principal factor de riesgo para desarrollar este carcinoma.

El VPH puede detectarse en biopsias y muestras citologicas de cuello uterino a través
de las alteraciones morfologicas que provoca en las células escamosas (coilocitosis) y
del tipo de lesion asociada a su presencia; el estudio histopatolégico se considera el
patron de referencia (estandar de oro) en el cual el clinico se basa para planificar el
tratamiento de cada paciente; sin embargo, existen casos en los que el diagnostico
histopatologico preciso es subjetivo y susceptible de opiniones variadas entre los
observadores, hecho que ha incitado la busqueda de técnicas alternativas como la
inmunohistoquimica para ayudar a establecer un valor prondstico mas confiable.

Se han propuesto diversos marcadores que nos ayudan a mejorar la objetividad en el
diagnostico de lesiones escamosas intraepiteliales, entre los cuales se encuentran la
proteina p16, la cual permite distinguir cambios reactivos de displasias, siendo positivo
en estas Ultimas y Ki67 que determina el grado de proliferacion celular. Es por ello, que
en este estudio se pretende conocer ¢Cual es la aportacion de los estudios de
inmunohistoquimica especificamente pl6 y Ki67 para el diagnéstico objetivo de las
lesiones intraepiteliales escamosas de cuello uterino? en las biopsias de cérvix
realizadas en un hospital de segundo nivel en el periodo comprendido del 01 de enero
al 31 de diciembre del 2010.
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lIl. JUSTIFICACION

El carcinoma cervicouterino es uno de los principales problemas de salud publica en
gran parte de los paises subdesarrollados, en México representa una de las primeras
causas de muerte por cancer en la poblacion femenina; a pesar de que su mortalidad
ha disminuido en los Ultimos afios gracias a la citologia cervicovaginal que detecta
lesiones cervicales tempranas, el indice de falsos positivos y negativos asi como la falta
de reproducibilidad intra e interobservador han llevado a investigar marcadores mas
objetivos para la identificacién de células displasicas.

El diagnostico de la infeccion por VPH se realiza mediante la identificacion morfolégica
de los cambios patognomonicos producidos por este virus en las células escamosas de
tipo superficial. Sin embargo, aunque la presencia inequivoca de coilocitos indica
infeccién virica productiva con una gran especificidad, desde el punto de vista
histologico, es un método muy poco sensible, puesto que la mayoria de las LIEAG y
carcinomas escamosos invasores no evidencian estos cambios morfologicos y el
diagnostico preciso se torna subjetivo y susceptible a variaciones entre observadores,
por lo tanto, la deteccion y gradacion de los NIC usando solamente tinciones de H-E es
limitada y poco reproducible cuando estas lesiones coexisten con cambios reactivos,
atrofia, especimenes muy pequefos y cortes tangenciales.

La sola distincion morfoldgica entre las LEIAG no convencionales y sus imitadores en
ocasiones puede ser todo un desafio, por esa razdn muchos investigadores han
buscado marcadores con alta especificidad y sensibilidad para lograr mas objetividad
en el diagnostico de estas lesiones®..* El uso de p16, un inhibidor de proliferacion
celular se considera un buen marcador de células escamosas displasicas y de infeccion
por VPH de alto riesgo, diversos estudios han demostrado que mejora la concordancia
interobservador. Ki67 es un marcador de proliferacién celular que se asocia con el
grado de displasia cervical por lo que también se le considera un marcador prondstico.
Asi también, es de suma importancia la tipificacion del subtipo de VPH, ya que esto
aportara mayor objetividad y ayudara a seleccionar a individuos con alto riesgo de
progresion de la enfermedad.

La distincién entre un LEIBG y una LEIAG que se realiza con H-E debe realizarse con
mucho cuidado debido a las posibles consecuencias y diferencias en el manejo entre
una y otra.’ La importancia del diagnostico adecuado es crucial para el manejo optimo
de la paciente y en caso necesario interrumpir la historia natural de la enfermedad. Asi
una mayor especificidad en el método de diagnostico es la meta deseada para prevenir
resultados falsos positivos y evitar que la paciente sea sometida a un tratamiento
innecesario que ademas de incrementar los costos médicos también somete a la
paciente a un estrés psicoldgico.
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V. HIPOTESIS

El estudio histopatolégico continua siendo el estandar de oro en el diagndéstico y
gradificacion de las lesiones escamosas intraepiteliales; sin embargo, existen casos en
los que el diagnostico preciso se torna subjetivo y susceptible de opiniones variadas
entre los observadores, ademas en diversos estudios se ha demostrado que muchas
pacientes que son VPH positivas no tienen evidencia de displasia por citologia o
histologia, estos hechos han incitado la busqueda de técnicas complementarias como la
inmunohistoquimica.

Entre los marcadores de inmunohistoquimica auxiliares para el diagndstico de lesiones
escamosas intraepiteliales se encuentran p16 y ki67.

P16 es un biomarcador de transformacién en infecciones por VPH que puede ser de
utilidad en el diagnostico de neoplasia cervical ya que tiene una relacion directa entre
su expresion, los VPH de alto riesgo y el grado de displasia, por lo tanto, podria
representar un marcador especifico y sensible de neoplasia cervical. Ki67 se expresa
en las células en proliferacion y por lo tanto podria ser un marcador indirecto de
displasia

El uso correcto de estos marcadores junto con la interpretacion morfolégica mejoraria la
certeza diagnostica y disminuiria significativamente la variabilidad interobservador.
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Describir la relaciéon entre el diagnostico histologico de las lesiones escamosas
intraepiteliales del cuello uterino con la expresidn inmunohistoquimica de los
marcadores pl16, Ki67 y VPH para aportar mayor objetividad al estudio histopatolégico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Describir la relacion entre el patron de expresiéon de pl6 con el grado de lesidn
intraepitelial cervical.

Describir la relacion entre el patrén de expresion de Ki67 con el grado de lesién
intraepitelial cervical.

Describir la relacion entre el patron de expresién de antiVPH con el grado de lesién
intraepitelial cervical.

Determinar la relacién existente entre la expresion de pl6 con el subtipo de VPH vy el
diagnostico histopatoldgico.

Conocer las ventajas y desventajas del uso de técnicas de inmunohistoquimica en el
diagndstico histopatologico de lesiones intraepiteliales escamosas cervicales.

Describir la utilidad de este conjunto de técnicas en el diagnostico de las lesiones
intraepiteliales escamosas cervicales y su relevancia en el diagnostico y prondstico de
dichas lesiones en un hospital de segundo nivel de atencion.
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VI. METODOLOGIA

Del archivo del servicio de Anatomia Patologica del Hospital General “Dr. Dario
Ferndndez Fierro” se selecciond la totalidad de las biopsias y productos de conizacién
de cuello uterino diagnosticados como lesion intraepitelial escamosa de bajo y alto
grado, en el periodo comprendido del 01 de noviembre del 2010 al 30 de mayo del
2011.

Con los bloques de parafina de las muestras seleccionadas y mediante arreglos
manuales de tejido de los sitios mas representativos se realizaron técnicas de
inmunohistoquimica utilizando los anticuerpos p16, Ki67 y VPH, asi como hibridacion in
situ para tipificar el subtipo de VPH.

PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION DE MICROARREGLOS

De las laminillas previamente tefiidas con hematoxilina-eosina se seleccion6 en cada
una el lugar de puncién y se reincluyo6 el epitelio de la lesién en un nuevo bloque de
parafina, hasta conformar un nuevo blogue con distintas muestras. Quedando
distribuidas como se muestra en el siguiente esquema:

Bloque -N°
A | B|C|D]|E

1

Los microarreglos se realizaron en un total de 8 bloques, los cuales en su conjunto
contenian las 168 muestras a estudiar, y a partir de estos se realizaron cortes de tres
micras de espesor y posteriormente las tinciones de inmunohistoquimica con p16, ki67
y VPH.
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PROCEDIMIENTO PARA LA TINCION DE INMUNOHISTOQUIMICA

1. Hacer cortes de 3 micras

2. Llevar las laminas al horno para desparafinar a 60°C durante una hora minimo
3. Pasar las laminas por xilol durante 5 minutos (repetir este paso tres veces)

4. Pasar las laminas por alcoholes de manera decreciente (100%, 90%, 80%, 70%)
durante 5 minutos cada uno

5. Lavar con agua destilada

6. Llevar las laminas al peréxido de hidrogeno H202 al 3% durante 5 minutos (bloquear
peroxidasa enddgena)

7. Lavar con TBS durante 5 minutos

8. Llevar las laminas al citrato buffer en una vaporela tipo oster durante 45 minutos,
dejar enfriar a temperatura ambiente. Se recomienda evitar cambios bruscos de
temperatura después de la recuperacion antigénica ya que provocaria un dafio a nivel
de epitopos de cada tejido

9. Lavar con TBS durante 5 minutos

10. Bloquear los tejidos con abidina durante 10 minutos. Lavar con TBS

11. Bloquear los tejidos con biotina durante 10 minutos. Lavar con TBS

12. Utilizar power block durante 10 minutos

13. Decantar, no lavar

14. Aplicar el anticuerpo primario e incubar en la camara humeda de 45-60 minutos

15. Lavar con TBS durante 5 minutos

16. Aplicar el anticuerpo secundario LINK y dejar incubando 10 minutos

17. Lavar con TBS durante 5 minutos

18. Realizar la reaccion final con sustrato cromégeno diaminobenzidina —sol. DAB-

19. Revelar al microscopio y cuando el tejido toma la tonalidad caracteristica se debe
cortar el efecto con agua destilada

20. Contrastar con hematoxilina de Harris durante 2 a 5 minutos
21. Deshidratar, aclarar y montar.
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VIl. RESULTADOS

En total se obtuvieron 168 muestras, distribuidas de la siguiente manera:

TOTAL DE BIOPSIAS ESTUDIADAS. DIAGNOSTICO CON H-E

Frecuencia Porcentaje %
NIC 1 141 84
NIC 2 19 11
NIC 3 8 5
TOTAL 168 100

TOTAL DE BIOPSIAS ESTUDIADAS. DIAGNOSTICO CON H-E

mNIC1
mNIC2
mNIC3

A continuacion se desglosaran los resultados de acuerdo al tipo de lesion escamosa
intraepitelial y se expresaran en porcentajes, de esta forma, se tomara en cuenta que el
100% de NIC 1 son 141, el 100% de NIC 2 son 19 y el 100% de NIC3 son 8.
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RESULTADOS DE INMUNOHISTOQUIMICA EN LESIONES ESCAMOSAS
INTRAEPITELIALES DE BAJO GRADO (NIC1)

BIOPSIAS NIC 1 CON POSITIVIDAD INMUNOHISTOQUIMICA

Frecuencia | Porcentaje %
pl6 12 8.5
Ki67 141 100
VPH 4 3

BIOPSIAS NIC 1 CON POSITIVIDAD INMUNOHISTOQUIMICA

100

%

100 -
90 -
80 -
70 A
60 -
50 -
40 A
30 A
20 - 8.5 3

10 - a

plé ki67 VPH
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RESULTADOS DE INMUNOHISTOQUIMICA EN
INTRAEPITELIALES DE ALTO GRADO (NIC2 y NIC3)

LESIONES ESCAMO SAS

BIOPSIAS NIC 2 CON POSITIVIDAD INMUNOHISTOQUIMICA

Frecuencia Porcentaje %
pl6 8 42
Ki67 19 100
VPH 8 42

BIOPSIAS NIC 2 CON POSITIVIDAD INMUNOHISTOQUIMICA

%
100

80

60

40

20

106
1UU

42

42

pl6 ki67

VPH

BIOPSIAS NIC 3 CON POSITIVIDAD INMUNOHISTOQUIMICA

Frecuencia Porcentaje %
pl6 7 88
Ki67 8 100
VPH 7 88

BIOPSIAS NIC 3 CON POSITIVIDAD INMUNOHISTOQUIMICA

%
100

80

60

40

20

100

TOUY

88

88

pl6

kie7

VPH
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RESULTADOS DE INMUNOHISTOQUIMICA EN LESIONES ESCAMO SAS
INTRAEPITELIALES DE BAJO Y ALTO GRADO

BIOPSIAS NIC1, NIC2 Y NIC 3 CON POSITIVIDAD INMUNOHISTOQUIMICA

NIC1 NIC2 NIC3
Fx % Fx % Fx %
P16 12 9 8 42 7 88
Ki67 141 100 19 100 8 100
VPH 4 3 8 42 7 88

BIOPSIAS NIC1, NIC2 Y NIC 3 CON POSITIVIDAD INMUNOHISTOQUIMICA

100 100 100
9% 100 -
90
80 -
70 -
60 Epl6
50 1 2y m ki67
40 1 = VPH
30 -
20 - o ;
10 -
0 : ; .
NIC 1 NIC2 NIC3
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PATRONES DE EXPRESION DE pl6 EN LESIONES ESCAMOSAS
INTRAEPITELIALES DE BAJO Y ALTO GRADO

A los resultados se les otorgo un valor numérico para facilitar su andlisis, a saber:

0 = Negativo

1 = Marcacion positiva nuclear y/o citoplasmica en el tercio basal del epitelio

2 = Marcacion positiva nuclear y/o citoplasmica en los dos tercios basales del epitelio

3 = Marcacion positiva nuclear y/o citoplasmica en todo el espesor del epitelio

EXPRESION DE p16 EN LESIONES ESCAMOSAS INTRAEPITELIALES DE BAJO Y ALTO

GRADO
NIC1 NIC2 NIC3
Fx % Fx % Fx %
0 129 92 11 58 1 12.5
1 9 6 4 21 2 25
2 3 2 4 21 5 62.5
3 0 0 0 0 0 0

EXPRESION DE p16 EN LESIONES ESCAMOSAS INTRAEPITELIALES DE BAJO Y ALTO

GRADO
%
100 7 92
80 A
cQ 62.5
60 -
mNIC1
40 A m NIC2
25
21 21 NIC3
20 - 12.5
6
2 000
0
Negativo Tercio Dos tercios Todo el
inferior inferiores epitelio
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PATRONES DE EXPRESION DE ki67 EN LESIONES ESCAMOSAS
INTRAEPITELIALES DE BAJO Y ALTO GRADO

A los resultados se les otorgo un valor numérico para facilitar su andlisis, a saber:
0 = Negativo

1 = Marcacion positiva nuclear solo en el estrato basal y parabasal

2 = Marcacion positiva nuclear en los dos tercios basales del epitelio

3 = Marcacion positiva nuclear en todo el espesor del epitelio

EXPRESION DE ki67 EN LESIONES ESCAMOSAS INTRAEPITELIALES DE BAJO Y ALTO

GRADO
NIC1 NIC2 NIC3

Fx % Fx % Fx %

0 0 0 0 0 0 0
1 137 97 11 58 1 12.5

2 4 3 7 37 6 75
3 0 0 1 5 1 12.5
Total 141 100 19 100 8 100

EXPRESION DE ki67 EN LESIONES ESCAMOSAS INTRAEPITELIALES DE BAJO Y ALTO
GRADO

%
100 A

80 A

°0 1 ENIC1

| NIC2
NIC3

40 A

20 +

Negativo Basal y Dos tercios Todo el
Parabasal inferiores epitelio
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PATRONES DE EXPRESION DE VPH EN LESIONES ESCAMOSAS
INTRAEPITELIALES DE BAJO Y ALTO GRADO

A los resultados se les otorgo un valor numérico para facilitar su andlisis, a saber:
0 = Negativo

1 = Marcacion positiva en menos del 25% de células escamosas

2 = Marcacion positiva entre 25 a 50% de células escamosas

3 = Marcacion positiva en mas del 50% de células escamosas

EXPRESION DE VPH EN LESIONES ESCAMOSAS INTRAEPITELIALES DE BAJO Y ALTO

GRADO
NIC1 NIC2 NIC3

Fx % Fx % Fx %
0 137 97 11 58 1 12.5

1 4 3 6 32 6 75
2 0 0 1 5 1 12.5

3 0 0 1 5 0 0
Total 141 100 19 100 8 100

EXPRESION DE VPH EN LESIONES ESCAMOSAS INTRAEPITELIALES DE BAJO Y ALTO

GRADO

%
100 -~ 27

90 -

80 - 75

70 58

60 ENIC1
>0 7 mNIC2
40 - 32

30 A NIC3
20 - 12 12

10 A 3 > l 0 -5 0

0

Negativo <25% 25-50% >50%
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EXPRESION DE MARCADORES DE INMUNOHISTOQUIMICA EN LESIONES

ESCAMOSAS INTRAEPITELIAL ES DE ALTO GRADO

EXPRESION DE P16 Y VPH MEDIANTE INMUNOHISTOQUIMICA EN NIC 2 Y NIC 3

EXPRESION DE P16 Y VPH MEDIANTE INMUNOHISTOQUIMICA EN NIC 2 Y NIC 3

N° de biopsias

20 ~
18 -
16 -
14 -
12 -
10 -

19

mNIC2

o

o

EmNIC3

O N b OO
1 1 L 1

H-E

P16

VPH

Correlacionando los datos del diagnostico histolégico con H-E y los resultados
obtenidos mediante inmunohistoquimica, utilizando el test estadistico de chi cuadrada,

se obtuvieron los siguientes resultados:

P = 0.05 para la asociacién entre la expresion de p16 y el grado de NIC

P = 0.05 para la asociacién entre la expresion de VPH y el grado de NIC

P = 0.01 para la asociacion entre la expresion de pl6 y la positividad a VPH en lesiones

de alto grado.
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RESULTADOS DE HIBRIDACIO N IN SITU PARA VPH

POSITIVIDAD PARA VPH MEDIANTE INMUNOHISTOQUIMICA COMPARADA CON
HIBRIDACION IN SITU CON SONDA DE AMPLIO ESPECTRO

Diagnastico histologico
H-E

Positividad para VPH
IHQ

Positividad para VPH
HIS

NIC 1

NIC 2

NIC 3

p=0.01

POSITIVIDAD PARA VPH MEDIANTE INMUNOHISTOQUIMICA COMPARADA CON
HIBRIDACION IN SITU CON SONDA DE AMPLIO ESPECTRO
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TIPIFICACION DE VPH MEDIANTE HIBRIDACIO N IN SITU

SUBTIPO DE VPH MEDIANTE HIBRIDACION IN SITU CON SONDAS DE BAJO Y

ALTO RIESGO

HIS Sonda de bajo riesgo
VPH 6/11

HIS Sonda de alto riesgo
VPH 16/18
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POSITIVIDAD PARA VPH CON HIBRIDACIO N IN SITU CON SONDA DE AMPLIO
ESPECTRO COMPARADA CON POSITIVIDAD PARA P16 CON

INMUNOHISTOQUIMICA

RELACION DE MUESTRAS POSITIVAS PARA P16 MEDIANTE IHQ COMPARADA
CON MUESTRAS POSITIVAS PARA VPH MEDIANTE HIS

Diagnastico histologico
H-E

Positividad para pl16
IHQ

Positividad para VPH
IHS

NIC 1

12

NIC 2

8

NIC 3

p= 0.04
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RELACION DE MUESTRAS POSITIVAS PARA P16 MEDIANTE IHQ COMPARADA
CON MUESTRAS POSITIVAS PARA VPH MEDIANTE HIS
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A continuaciéon se muestra una serie de fotomicrografias con algunos de los casos
representativos de este estudio.

CASO #20.NIC 1

Fig. 1. A. H-E NIC 1 30x. B. pl16 tincion positiva nuclear y citoplasmica en dos tercios del
epitelio, 30x. C. ki67 positividad nuclear en el estrato parabasal, 30x. D. positividad nuclear para
VPH, 30x.

CASO #110. NIC 2

Fig. 2. A. H-E NIC 2 30x. B. p16 tincion positiva nuclear y citoplasmica en dos tercios del
epitelio, 30x. C. ki67 positividad nuclear en todo el espesor del epitelio, 30x. D. positividad
nuclear para VPH, 40x.

CASO #11.NIC 3

Fig. 3. A. H-E NIC 3 30x. B. p16 tincion positiva nuclear y citoplasmica en todo el espesor del
epitelio, 30x. C. ki67 positividad nuclear en todo el espesor del epitelio, 30x. D. positividad

nuclear para VPH, 40x.
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VIII. ANALISIS DE RESULTADOS

Se obtuvieron un total de 168 biopsias de cérvix tefiidas con hematoxilina y eosina.

141 biopsias tenian diagnostico de NIC1, de las cuales 12 (8.5%) mostraron
inmunohistoquimica positiva para pl16, 141 (100%) mostraron positividad para ki67, 4
(3%) mostraron positividad para VPH.

De las 19 biopsias diagnosticadas como NIC2, 8 (42%) de ellas mostraron
inmunohistoquimica positiva para pl16, 19 (100%) mostraron positividad para ki67 y 8
(42%) mostraron positividad para VPH.

De las 8 muestras con el diagnéstico de NIC3, 7 (88%) de ellas mostraron
inmunohistoquimica positiva para p16, 8 (100%) mostraron positividad para ki67 y 7
(88%) mostraron positividad para VPH.

Para valorar la inmunoexpresion de pl6 se tomo en cuenta que la tincion fuera tanto
nuclear como citoplasmica, asi mismo también se agrego un valor numérico
dependiendo del tercio del epitelio escamoso en donde se presentara la expresion.

Respecto a las lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado el 92% de estas no
presentaron expresion para pl6, lo cual era esperado ya que pl6 suele expresarse
mayormente en lesiones de alto grado; una posible explicacion para la poca expresion
de pl16 en lesiones de bajo grado puede ser que cierto porcentaje son causadas por
VPH de bajo riesgo, debido a que la afinidad de la proteina E7 a Rb es menor en los
tipos de bajo riesgo, no habr& sobreexpresion de pl6.

También tenemos que en 4 de los 19 casos de NIC2 hubo expresion en los dos tercios
inferiores del epitelio. Respecto a los NIC 3 un caso no mostro positividad, 2 casos
mostraron positividad en los dos tercios inferiores y 5 casos (62.5%) mostraron
positividad en todo el espesor del epitelio, todo esto demuestra que su expresion
incrementa de acuerdo a la severidad de las alteraciones histolégicas.

Esta heterogeneidad en la inmunoexpresion de pl6 puede representar una diferencia
en el potencial de agresividad entre las lesiones de bajo grado y como se ha comentado
en la literatura tal vez refleja los diferentes estados fisicos del virus (episomal,
integrado); de tal modo que se puede sugerir que los 12 casos de las NIC1 que
expresaron de forma intensa pl6 probablemente tengan una gran cantidad de VPH
integrado y por lo tanto tengan mayor riesgo de progresion. Asi también hubo un caso
de NIC3 que fue negativo a pl6, lo cual nos podria sugerir que esta lesion se encuentra
en una fase de regresion y/o eliminacion del virus.
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Para valorar la positividad de ki67 se tomo en cuenta que hubiera tincion a nivel del
ndcleo y también se asigno un valor numeérico dependiendo del estrato del epitelio en el
cual se presentara la positividad.

Todas las lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado presentaron positividad
para ki67, el 97% de estas presentaron positividad Unicamente en el estrato
basal/parabasal, mientras que 3% presentaron positividad en los dos tercios inferiores
del epitelio. Como se comento previamente, ki67 es un marcador de proliferacion celular
por lo que era de esperarse que fuera positivo en la totalidad de las muestras
estudiadas, por lo menos en el estrato basal/parabasal, ya que el epitelio exocervical se
encuentra en un proceso constante de regeneracion.

Respecto a las lesiones de alto grado, tuvimos que de las NIC 2, ki67 fue positivo en el
estrato basal/parabasal en 11 casos (58%), se expreso hasta el tercio medio en 7 casos
(37%) y fue positivo en todo el espesor del epitelio en un caso (5%). En los NIC 3, ki67
se expreso en el estrato basal/parabasal en un caso (12.5%), en los dos tercios
inferiores en 6 casos (75%) y en todo el espesor del epitelio en un caso (12.5%). Estos
resultados fueron concordantes, pues de acuerdo a lo revisado en la literatura, se
esperaba que la expresion de ki67 se presentara en los tercios medio y superior del
epitelio en las lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado, ya que la infeccion por
VPH activa la progresion del ciclo celular del huésped.

Para valorar la expresion inmunohistoquimica del antigeno para VPH se tomaron en
cuenta dos parametros, primero que hubiera una intensa expresion nuclear y segundo,
el porcentaje de células del epitelio plano en que se expresaba.

Asi obtuvimos que en el 97% de las NIC1 no hubo expresién de VPH y en 3% de estas
fue positiva en menos del 25% de las células. En 58% de las NIC 2 fue negativo, en
32% de expreso en menos del 25% de las células, en 5% se expreso entre el 25-50%
de las células y en 5% de expreso en mas del 50% de las células. Respecto a los NIC
3 en un caso no hubo expresion de VPH, en el 75% se expreso en menos del 25% de
las células, en el 12.5% se expreso entre el 25-50% de las células.

De acuerdo a los resultados anteriores se puede sugerir que de las 141 NIC1
diagnosticadas con HE, al menos 4 de ellas tienen un gran riesgo de progresion a
lesion de alto grado ya que presentaron intensa positividad para todas las tinciones de
inmunohistoquimica realizadas. Mientras que un caso de los NIC 3 fue negativo tanto
para p16 como para VPH y ki67 solamente lo expreso en el estrato basal/parabasal.
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Correlacionando los datos del diagnostico histolégico con H-E y los resultados
obtenidos mediante inmunohistoquimica, utilizando el test estadistico de chi cuadrada,
se obtuvieron los siguientes resultados:

P = 0.05 para la asociacion entre la expresion de p16 y el grado de NIC
P = 0.05 para la asociacion entre la expresion de VPH y el grado de NIC

P = 0.01 para la asociacion entre la expresion de p16 y la positividad a VPH en lesiones
de alto grado.

Respecto a los resultados obtenidos mediante la hibridacion in situ en tejido, primero se
realiz6 con una sonda de amplio espectro, asi obtuvimos que todas las lesiones
escamosas intraepiteliales de bajo y alto grado que fueron positivas para VPH mediante
inmunohistoquimica, también fueron positivas para VPH mediante hibridacion in situ
con sonda de amplio espectro, de esta forma correlacionamos los datos y aplicamos el
test estadistico de chi cuadrada y se obtuvo una p = 0.01, lo que indica que la
asociacion es estadisticamente significativa, esto representa una seguridad del 99% de
que existe una asociacion entre la positividad para VPH mediante inmunohistoquimica y
la positividad para VPH mediante hibridacion in situ.

Posteriormente se realizo la tipificacion del subtipo de virus, utilizando dos sondas, una
de bajo riesgo (VPH 6/11) y una de alto riesgo (VPH 16/18), con lo que obtuvimos que
de las cuatro NIC 1 que fueron positivas a VPH con sonda de amplio espectro, tres
fueron positivas a VPH 6/11 y una fue positiva a VPH 16/18, lo cual es un dato de suma
importancia, ya que esta ultima tiene un gran riesgo de progresar a carcinoma y sin
embargo, no se le brindo el tratamiento adecuado, ya que recordemos que las lesiones
de bajo grado se mantienen en observacion, ademas si correlacionamos con la
expresion de marcadores de inmunohistoquimica, tenemos que dicha biopsia mostro
una positividad intensa y difusa para p16 en los dos tercios inferiores del epitelio, lo cual
nos sugiere que existe una relacion entre la intensidad de la expresion de pl6 y la
presencia de VPH de alto riesgo.

Es por ello, que se realizé una comparativa entre todas las lesiones de bajo y alto grado
gue expresaron pl6, con las lesiones que fueron positivas para VPH mediante
hibridacion in situ, de esta forma obtuvimos que todas las NIC 2 y NIC 3 que expresaron
pl6 también fueron positivas para VPH mediante HIS, mientras que de las 12 NIC 1
gue expresaron pl6, solo 4 fueron positivas para VPH mediante HIS; a estos datos se
les aplico el test estadistico de chi cuadrada, obteniendo una p = 0.04, lo que indica que
la asociacion es estadisticamente significativa, esto representa una seguridad del 96%
de que existe una asociacion entre la expresion de p16 mediante inmunohistoquimica y
la positividad para VPH mediante hibridacion in situ y no solo es producto del azar.
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IX. CONCLUSIONES

El estudio histopatolégico continua siendo el estandar de oro en el diagndéstico y
gradificacion de las lesiones escamosas intraepiteliales de cérvix, sin embargo, la
importante variabilidad interobservador ha llevado a la blsqueda de nuevos
biomarcadores que ayuden a disminuir la variabilidad interobservador y a mejorar la
certeza diagnostica en lesiones escamosas intraepiteliales.

La sobreexpresién de pl6 ha demostrado ser de gran utilidad en la distincion entre
procesos reactivos, displasicos y carcinomas in situ. Existe relacion directamente
proporcional entre la sobreexpresion de p16 (tanto en intensidad de tincion como en el
tercio del epitelio ocupado por células positivas) y el grado de lesion intraepitelial
cervical, es decir, las LEIAG y carcinomas tienden a mostrar mayor sobreexpresion con
una intensidad de marcacion de 3+ y ocupando todo el espesor del epitelio cervical.
También se ha encontrado una relacién entre la intensidad de la expresion de pl6 y los
VPH de alto riesgo, por lo tanto, p16 representa un marcador especifico y sensible de
neoplasia cervical.

Ki67 también ha demostrado ser de utilidad en el diagnostico de neoplasias cervicales.
Si una lesion presenta caracteristicas morfologicas intermedias entre NIC1 y NIC2,
podemos hacer el diagnostico de LIEAG si Ki67 presenta una intensa positividad
nuclear que se extiende al tercio superior del epitelio y si pl6 presenta positividad
nuclear y citoplasmica en al menos dos tercios del epitelio.

Debido a que ki67 se expresa en todas las células en proliferacion, incluyendo lesiones
inflamatorias o reactivas, no es un marcador especifico de neoplasia o infeccion por
VPH, pero si puede ser un marcador indirecto.

Cuando recurrimos a marcadores auxiliares en lesiones dificiles de cérvix siempre
utilizamos ambos marcadores en conjunto con las caracteristicas morfoldgicas. Ninguna
prueba auxiliar es 100% sensible y especifica, es por ello que nosotros sugerimos el
uso en conjunto de pl6 y ki67 en lesiones que son morfolégicamente sospechosas de
NIC, ademés su uso en conjunto con ISH para VPH ha demostrado que mejora la
certeza diagnostica y disminuye significativamente la variabilidad interobservador.

En este estudio hemos podido observar, en concordancia con otros trabajos, una alta
asociacion entre la sobreexpresion de pl6 y la presencia de lesiones escamosas
intraepiteliales de cérvix, ademéas de una estrecha asociacion entre la sobreexpresion
de p16 y los VPH de alto riesgo, con lo anterior, podemos concluir que los marcadores
de inmunohistoquimica pueden disminuir la variabilidad interobservador y con ello
aportar un grado mayor de objetividad al diagnostico histopatolégico, ademéas de que
serian una herramienta Util para seleccionar grupos de individuos de alto riesgo de
progresion de la enfermedad.
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La importancia del uso de este conjunto de técnicas radica en emitir un diagnostico
correcto, ya que el tratamiento es diferente dependiendo si se trata de una lesion de
bajo grado o de una lesion de alto grado. Una paciente con diagnostico de lesion
intraepitelial escamosa de bajo grado diagnosticada solo con HE, no amerita manejo,
sino Unicamente vigilancia, cuando en realidad podria tener altas posibilidades de
progresar a una lesion de alto grado y eventualmente carcinoma invasor, tal es el caso
de 12 de las pacientes en este estudio, que tenian diagnostico de NIC 1 con HE, pero
gue tuvieron sobreexpresion de p16 y 4 de ellas presentaron positividad para VPH, es
decir, que se trata de pacientes con altas probabilidades de desarrollar una lesién de
alto grado y que no recibieron manejo.

Por el contrario, también emitir un sobrediagndéstico trae importantes consecuencias
para las pacientes, desde el punto de vista econdmico, hasta sexual, social y
psicolégico; en este estudio se encontré que una paciente con diagnostico de NIC3
mediante  HE no presento expresion con ninguna de las tinciones de
inmunohistoquimica, ademas tuvo negatividad para VPH; también de las 19 pacientes
con NIC 2, solo 8 presentaron positividad para pl16 y VPH; esto quiere decir, que se dio
manejo a pacientes que no lo ameritaban. Es por ello, que la trascendencia de este
estudio en la practica diaria es decidir el tratamiento adecuado para cada paciente y
evitar las consecuencias de un sobre o0 un subdiagnéstico.

La utilizacion de marcadores de inmunohistoquimica junto con la interpretacion
morfologica, juegan un papel importante en el diagnostico de lesiones escamosas
intraepiteliales; estos marcadores cada vez son mas importantes para emitir un
diagnostico correcto y su uso es cada vez mas viable para la mayoria de los
laboratorios de patologia, pues requieren de una técnica confiable y reproducible,
ademas de que econOmicamente son accesibles (su costo es menor al de un
sobretratamiento) y evita las consecuencias de un subdiagnéstico.

50




X. BIBLIOGRAFIA

1. Alonso P y cols. Cancer cervicouterino. Diagndéstico, prevencion y control. México,
Editorial Medica Panamericana, 2005; 22 ed. 1-7, 57-62.

2. Dallenbach G. Histopatologia de cuello uterino, atlas a color. Buenos Aires, Ediciones
Journal, 2006; 22 ed. 8-31, 86-91.

3. Kumar. Robins y Cotran, Patologia estructural y funcional. Espafia, Elsevier, 72 ed.
1064-1066, 1076-1082.

4. Thomison J. Human Papillomavirus: molecular and cytologic/histologic aspects
related to cervical intraepithelial neoplasia and carcinoma. Human Pathology 2008; 39,
154-166.

5. De la Torre F. Lesion premaligna escamosa del cuello uterino, un enfoque
actualizado. Patologia 2008; 46(4): 332-342.

6. Pinto A. Moleculars markers of early cervical neoplasia. Mini-symposium: Pathology
of the uterine cérvix. Diagnostic Histopathology 16:10 2010: 445-453.

7. Conesa-Zamora P. Effect of human papillomavirus on cell cycle-related proteins pl6,
ki-67, cyclin D1, p53 and ProEx C in precursor lesions of cervical carcinoma. Am J Clin
Pathol 2009; 132: 378-390.

8. Jordan L. Pathology of the cérvix: Recents developments. Clinical Oncology 2004; 16:
248-254.

9. Canedo A. Expresion de pl6INK4a en biopsias de cérvix uterino. Utilidad en el
diagndstico diferencial entre cervicitis cronica reactiva, neoplasia intraepitelial cervical
de bajo y alto grado y carcinoma invasor. An Med Mex 2006; 51 (2): 49-57.

10. Garcia J. El virus del papiloma humano y el cancer cervical. Una revision de la
historia actualizada sobre la investigacion del cancer del cuello uterino en Venezuela.
Invest Clin 2010; 51 (2): 193-208.

51




11. Garcia A. Inmunohistoquimica de la proteina p16INK4a en biopsias y extendidos
cervicovaginales y su relacion con VPH por PCR. Medicina 2008; 68: 428-432.

12. Feng W. Senescense and apoptosis in carcinogénesis of cervical squamous
carcinoma. Modern Pathology 2007, 20: 961-966.

13. Gémez F. Estudio de la infeccidn por virus del papiloma humano en biopsias del
tracto genital femenino inferior mediante técnicas de inmunohistoquimica e hibridacion
in situ. Univ Comp Mad 1994: 7-60.

14. Garcia J. Importancia de los estudios de inmunohistoquimica en el diagndstico y la
evaluacion pronéstica de la neoplasia intraepitelial y cancer cervical. Revision. Invest
Clin 2009; 50 (2): 241-250.

15. LaCruz C. Nomenclatura de las lesiones cervicales (de Papanicolau a Bethesda).
Rev Es Patol 2003; 36 (1): 5-10.

16. 4. Kalof A. Our approach to squamous intraepithelial lesions of the uterine cérvix. J
Clin Pathol 2007; 60: 449-455.

17. Hernandez D. Association between high risk human papillomavirus DNA load and
precursor lesions of cervical cancer in Mexican women. Gynecologic Oncology 2003:
310-317.

18 Lerma E. Factores que intervienen en la diseminacién del cancer de cuello uterino.
Rev Esp Patol 2005; 38(4): 201-206.

19. Jorge D. Interpretacion basica de inmunohistoquimica. Caracteristicas generales de
diversos anticuerpos y su localizacion celular y subcelular. Patologia 2007; 45 (3): 126-
140.

20. Hernadndez R. Analisis de la presencia de la molécula co-estimuladora CD68 Y de
Interleucina 6 en lesiones NIC I, Il y lll en una poblacion abierta del estado de
Chihuahua. Inst Polit Nac 2007: 1-15.

21. Melo A. Estudio comparativo de deteccién del virus del papiloma humano en
muestras citolégicas y biopsias de cuello uterino. Rev Med Chile 2005; 133: 639-644.

52




22. Melo A. Tipificacion del virus del papiloma humano en lesiones preneoplasicas y
carcinoma del cuello uterino en mujeres de la region IX Chile. Rev Med Chile 2003; 131:
1382-1390.

23. Agoff N. P16 INK4a Expression correlates with degree of cervical neoplasia: A
comparison with ki-67 expression and detection of high risk HPV types. Mod Pathol
2003; 16(7): 665-673.

24. Walts A. pl6, ki-67 and BD ProEx C inmunostaining: a practical approach for
diagnosis of cervical intraepithelial neoplasia. Human Pathology 2009; 40: 957-964.

25. Curiel J. Biopsia del cuello uterino ¢es confiable y reproducible el diagnéstico
histol6gico? Utilidad de p16 INK4a para lograrlo. Ginecol Obstet Mex 2007; 75(10): 615-
620.

26. Gurrola C. P16INK4a inmunohistochemistry improves the reproducibility of the
histological diagnosis of cervical intraepithelial neoplasia in cone biopsies. Gynecologic
Oncology 2008; 11: 120-124.

27. 16. Van Niekerk D. P16 and MIB1 improve the sensitivity and specificity of the
diagnosis of high grade squamous intraepithelial lesions: Methodological issues in a
report of 447 biopsies with consensus diagnosis and HPV HCII testing. Gynecologic
Oncology 2007; 107: 233-240.

28. Panjkovic M. Ki-67 expression in squamous intraepithelial lesions of the uterine
cérvix. Arch Oncol 2006; 14(1-2) 23-25.

29. Cabibi D. Histological Features and ki-67 index in cervical atypical lesions. Am J
Infect Dis 2008; 4(3): 193-199.

30. Archila M. Antigenos de VPH en lesiones intraepiteliales escamosas.
Inmunohistoquimica con pl6ink4a, viroactiv y ki67. Repert de med y cir 2008; 17
(3):136-144.

53




	Portada

	Índice

	I. Marco Teórico

	II. Planteamiento del Problema

	III. Justificación

	IV. Hipótesis

	V. Objetivos

	VI. Metodología

	VII. Resultados

	VIII. Análisis de Resultados

	IX. Conclusiones

	X. Bibliografía


