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INTRODUCCION

A nivel mundial, el cancer cérvico uterino es la segunda causa de muerte por
neoplasias malignas en la mujer. Sin embargo, gracias a la citologia y a la
histopatologia se le puede detectar tempranamente y tratar oportunamente,
reduciendo el impacto de esta enfermedad.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el cancer cérvico uterino
(CaCu) es la segunda mayor causa de mortalidad femenina por cancer en todo
el mundo, con unas 300.00 muertes al afio. El 80% de los casos corresponden
a los paises en vias de desarrollo y cerca de 500 000 casos nuevos se
presentan cada afio. En México, en el afio 2002, se presentaron 12, 512
nuevos casos de CaCu, de los cuales 5, 777, el 46% de los casos, fueron

decesos (L6pez y Lizano, 2006).

La mayoria de las mujeres que desarrollan este cancer tienen entre 40 y
50 afios de edad. Sin embargo, cada vez es mas comun ver mujeres jovenes
infectadas, que a edades de 20 y 30 afios se les diagnostica cancer cérvico

uterino. *

Es casi un hecho que todos los tipos histolégicos de CaCU estan de
alguna forma relacionados con los virus del papiloma humano (VPH),
existiendo mas de 100 tipos de estos ultimos y que ocasionan hiperproliferacion
de células que en cérvix se manifiestan como verrugas, condilomas e incluso
carcinoma epidermoide. Casi el 90% del riesgo a desarrollar neoplasias
cervicales se atribuye a la infeccion por VPH, siendo los cambios por estos
virus la primera manifestacion citolégica de la llamada neoplasia intraepitelial
cervical, observandose en hasta 5% de todas las pruebas de Papanicolaou
realizadas con el fin de prevenir su progresion (Stoler, 2003). En la actualidad
existen cerca de 30 subtipos de VPH los que ocasionan lesiones anogenitales y

de estos el nimero 16 es el mas prevalente del cérvix uterino. ?



Una vez que se demuestra la infeccion por VPH, la neoplasia cervical
sigue un conjunto de pasos en su progresion a partir de lesiones pre invasoras
que pueden ser detectadas en los métodos de tamizaje a base de citologia y
biopsias cervicales por medio de diferentes sistemas de clasificacion, siendo
posible su curacion con escision quirargica en las fases tempranas de la

enfermedad.

Debido a esto, la deteccion de dichas lesiones es crucial para el
tratamiento adecuado de las pacientes. Aun asi, los médicos encargados del
diagnéstico, los patdlogos, se enfrentan a multiples dificultades al momento de
la revisién de tejido cervical, sobre todo al momento de distinguir entre los
diferentes tipos de lesion descritos en los sistemas de clasificacion. Lo anterior
se debe a que el sobrediagnéstico de lesiones malignas tiene importantes
implicaciones clinicas que pueden ocasionar estrés fisico y psicologico en las

pacientes, asi como la pérdida de recursos econdémicos, materiales y humanos.
3

El reconocimiento de esta situacion ha llevado a esfuerzos por disminuir
la variabilidad por medio de diferentes biomarcadores capaces de otorgar
mayor reproductibilidad al diagnéstico histopatoldgico, incluyendo Ki-67 y p16,
con importancia no sélo para las pacientes, también para el desarrollo de

nuevos métodos en el diagndstico certero de carcinoma cérvico uterino. *

Usualmente el diagnéstico se formula aplicando criterios bien
establecidos pero también puede ser influenciado por diagndsticos previos, por
lo que siempre existe una presion constante sobre el observador debido a los
riesgos de su decision propicie al subtratamiento de una lesion que muy
probablemente se convertirda en carcinoma con el paso del tiempo. Ademas de
esto, la revisibn de muchos casos en un periodo corto de tiempo es tedioso y

cansado.®

Todos estos factores contribuyen a que, incluso entre patdlogos

experimentados, el acuerdo interobservador sea pobre en la interpretacion de



biopsias cervicales. En gran parte se debe a que tanto los citopatélogos como
los histopat6logos hacen observaciones subjetivas (y no objetivas) en base a

los hallazgos en la laminilla que se les proporcione.

El presente estudio permitird conocer la variabilidad interobservador de
biopsias cervicales con diagnostico histopatolégico previo de malignidad, asi
como valorar el uso de los marcadores pl6 y Ki-67 como auxiliares en el

acuerdo diagnaostico de estas.

1. MARCO TEORICO

1.1 Embriologia del utero
Las células germinales primordiales se originan en la pared del saco vitelino en
la cuarta semana de gestacidn; en la quinta o sexta semana emigran a la
cresta urogenital. A continuacion se produce una proliferacion del epitelio
mesodérmico de la cresta urogenital, lo que en dltimo término produce el
epitelio y el estroma de la génada. Las células germinales en division — de
origen endodérmico- se incorporan a estas células epiteliales en proliferacion
para formar el ovario. Si las células germinales no consiguen desarrollarse
puede producirse una ausencia de ovarios 0 una insuficiencia ovarica

prematura.

Un segundo componente del desarrollo del tracto genital femenino es el
conducto milleriano. Aproximadamente en la sexta semana, una invaginacion y
posterior fusion del epitelio de revestimiento celémico forma los conductos
mullerianos (o paramesonéfricos) laterales. Los conductos mullerianos crecen
progresivamente en direccion caudal para penetrar en la pelvis, donde se
deslizan medialmente para fusionarse con el seno urogenital en el trabéculo
mulleriano. Un posterior crecimiento en sentido caudal hace que estos
conductos fusionados se pongan en contacto con el seno urogenital, formado

cuando la cloaca se subdivide por el tabique urorrectal.



En ultimo término el seno urogenital se convierte en el vestibulo de los
genitales externos (Figura 1). Normalmente, las porciones no fusionadas
maduran y forman las trompas de Falopio, y la porcion caudal fusionada se
desarrolla y forma el Gtero y la parte superior de la vagina, mientras que el seno
urogenital forma la porcién inferior de la vagina y el vestibulo. En consecuencia,
la totalidad del revestimiento del Gtero y de las trompas, asi como de la

superficie ovarica, derivan en ultimo término del epitelio celdmico (mesotelio).

<=

Figura 1. A. Embriologia de Gtero y anexos; B. Utero y anexos completamente
formados. C. Fotografia de Utero y anexos.

El epitelio de la vagina, cuello uterino y tracto urinario se forma por
induccion de las células basales a partir del estroma subyacente, que sufre
una diferenciacibn escamosa y urotelial. Una porcidbn de estas células
permanece sin cometido, formando las células de reserva del cuello uterino.

Estas son capaces de diferenciacion en células escamosas y cilindricas. °



1.2 Anatomia del cérvix uterino.

El utero tiene tres regiones anatomica y funcionalmente distintas: el cuello
uterino, el segmento uterino inferior y el cuerpo. El cuello uterino se subdivide a
Su vez en porcion vaginal (exocérvix) y endoceérvix. Esta porcidon es visible a
simple vista en la exploracion vaginal y se halla cubierta por epitelio escamoso
estratificado no queratinizado continuo con la capula vaginal. El epitelio
escamoso converge centralmente en un pequefio orificio denominado orificio

externo (Coltran, Kumar y Robbins, 2004).

En la mujer nulipara este orificio se halla virtualmente cerrado.
Inmediatamente por encima de este orificio se encuentra el endocérvix, que se
halla revestido por un epitelio cilindrico mucosecretor que se invagina en el

estroma subyacente para producir criptas (Coltran, Kumar y Robbins, 2004).

El punto en el que se unen el epitelio escamoso y el mulleriano cilindrico es
la unién escamocilindrica (Figura 2). La posicion de la unién 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
(Figura 3). La microanatomia de esta region esta gobernada por la progresiva
diferenciacion de células basales (de reserva), lo que da lugar en ultimo
término a la migracién en sentido craneal de la unién escamocilindrica. La
porcién del epitelio cilindrico que se ve reemplazada finalmente por epitelio
escamoso se denomina “zona de transformacién” en donde se desarrollan las

lesiones precancerosas y los carcinomas escamosos. °
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Figura 2. Zona de transformacién de epitelio columnar a escamoso en la unién

exoendocervical.
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Figura 3. Zona de transicion del epitelio exocervical a epitelio endocervical y su

localizacién conforme a edad.

1.3 Descripcion histolégica del cérvix uterino

1.3.1 Epitelio exocervical

El epitelio escamoso que reviste al exocérvix es no queratinizado en
condiciones normales, crece, madura y acumula glucégeno en sus capas
superiores en respuesta a estrogenos circulantes, principalmente el estradiol.

El epitelio escamoso cervical con estimulo estrogénico en mujeres sexualmente
maduras se divide en tres capas: la capa basal/parabasal, la zona media (o

estrato esponjoso) y la capa superficial.

11
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La capa basal se compone de células con citoplasma escaso y nucleos
ovales o0 cuboidales con cromatina densa. Estas células usualmente no
presentan actividad mitética y no se tifien con marcadores

inmunohistoquimicos de proliferacion celular como el Ki-67.

Las células inmediatamente superiores a la capa basal componen a la
porcion inferior de la zona media y se conocen como células parabasales, las
cuales son de mayor tamafio que las células basales y la cromatina es menos
densa; en contraste con las células de la capa basal, usualmente se observan

mitosis normales y en cantidad moderada.

La zona media esta compuesta por células de citoplasma mas
abundante y de nudcleos pequefios y vesiculares, éstas son conocidas como
células intermedias. El glucogeno se acumula en el citoplasma de la mayoria

de estas células lo que le da una apariencia finamente granular o clara.

Las células superficiales son de nucleos pequefios, redondos, regulares y
picnoticos y el citoplasma es abundante y claro como resultado de la
acumulacion de glucégeno (Figura 4).

Figura 4. Capas del exocérvix. A. Superficial; B. Media; C. Parabasal; D. Basal.
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Tanto como en las células superficiales como en las intermedias, ocurre
queratinizacion, lo que le da la apariencia plana cuando se realizan frotis
(Figura 5).

-

Figura 5. Diferentes tipos de células exocervicales en frotis citologico tefiido con

técnica de Papanicolau. A. Células superficiales; B. Células intermedias; C. Células
parabasales; D. Células metaplasicas.®

Debido a que la acumulacién de glucégeno es perinuclear en células
superficiales e intermedias es frecuente la confusion con células coilociticas
cuya caracteristica es la presencia de una zona clara alrededor del nudcleo,
pero ademas, los nucleos son de mayor tamafio y de membrana nuclear
irregular (Figura 6).

13



Figura 6. Células coilociticas en frotis citoldégico (izquierda) y en seccion histologica

(derecha).
1.3.2 Epitelio endocervical

El endocérvix se encuentra revestido por una sola capa de epitelio columnar
secretor de moco, con nucleos basales y pequefios, generalmente alargados y
de cromatina densa, en ocasiones con apariencia de pseudoestratificacion.
Cuando el epitelio endocervical ha sido dafiado y se encuentra el proceso de
regeneracion, los ndcleos pueden aparecer de mayor tamafio pero las mitosis
son raras. El epitelio endocervical no solo reviste la superficie del canal
endocervical, sino que se invagina y repliega en el estroma subyacente

formando glandulas.’
1.4 Lesiones intraepiteliales cervicales

La terminologia de las lesiones intraepiteliales cervicales ha ido cambiando con
el tiempo, pero las bases son las siguientes: 1. La mayor parte de los
carcinomas cervicales son precedidos por un estadio en que las células
anormales se encuentran confinadas al epitelio; 2. Estas lesiones
intraepiteliales comparten muchas de las caracteristicas citologicas de la etapa
invasora, manifestada principalmente por agrandamiento, irregularidad e
hipercromasia nuclear, actividad mitética elevada y alteracién en el patréon de
maduracién, también se observa disminucion en la cantidad de glucégeno
citoplasmatico, siendo esta la causa de la ausencia de reaccion en la prueba de

Schiller; 3. Entre estas lesiones existe un rango continuo de anomalias
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morfologicas, las cuales pueden indicar la posibilidad o no de progresion a
carcinoma si se dejan sin tratar; *. En la gran mayoria de los casos, el proceso
no afecta al epitelio escamoso nativo del exocérvix, sino a areas de metaplasia
escamosa en la union exoendocervical, practicamente siempre involucra al
epitelio de superficie, asi como a los elementos glandulares, pero por definicién
no muestra invasion estromal. Por lo general, los limites son definidos y la
extension puede ser variable; puede extenderse hacia el canal cervical y/o
hacia las paredes vaginales; °. Los criterios microscépicos para el diagnéstico
de estas lesiones son los mismos independientemente de las circunstancias de

la paciente.

Las lesiones precancerosas cervicales se han clasificado de muchas
maneras. El sistema mas antiguo es el de displasia/carcinoma in situ, con la
displasia leve en un extremo y la displasia severa/carcinoma en el otro. Otra
clasificacion es la de neoplasia intraepitelial cervical (NIC), en las que las
displasias leves se denominan NIC de grado I, y las lesiones de displasia
severa NIC de grado Ill. Alun otro sistema de clasificacién reduce las entidades

a dos, denominandolas como lesiones intraepiteliales de bajo y de alto grado.

En el extremo mas bajo del espectro, se hallan las lesiones que con
frecuencia son indistinguibles histolégicamente de los condilomas acuminados
y pueden tener un aspecto elevado o macular (condiloma plano). Estas
lesiones exhiben tipicamente un aumento del tamafio nuclear e hipercromasia
en las células epiteliales superficiales, lo que significa los efectos de la
replicacion virica activa en las células en maduracién (efecto citopatico virico).
Los cambios nucleares pueden acompafiarse de halos citoplasmaticos (atipia
coilocitica), con hiperplasia de las células basales hasta el primer tercio y leve
dispolaridad celular del mismo. Tales cambios se sitian en la gama de NIC I.
Con frecuencia, NIC | contiene abundantes &cidos nucléicos de VPH. Las
lesiones elevadas (acuminadas) contienen con frecuencia tipos de VPH de bajo

riesgo.
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Los NIC planos suelen contener tipos de VPH de alto riesgo; sin
embargo, la tasa de progresion a cancer es baja, lo que indica que la secuencia
de acontecimientos moleculares requeridos para la progresion de la lesién con

frecuencia no sucede o es interrumpida por el sistema inmunitario del huésped.

El siguiente cambio en el espectro, denominado NIC II, consta de la
aparicion de células atipicas en las capas bajas del epitelio escamoso pero, no
obstante, con diferenciacion persistente hacia capas de células espinosas y
queratinizantes. Las células atipicas muestran cambios en relacidon nucleo-
citoplasma, variacién en tamafo nuclear, perdida de polaridad, aumento de
ndamero mitético e hipercromasia. Estas caracteristicas se han asociado con
poblaciones de células aneuploides y se correlacionan firmemente con tipos de
VPH de alto riesgo. Presumiblemente reflejan cambios tempranos en la
poblacion celular en replicaciéon (basal/parabasal) asociados con efectos de los
oncogenes EG6/E7 sobre el ciclo celular y la estabilidad genomica. Estos

comprenden disregulacion del ciclo celular y aumento de pl6.

A medida que la lesién evoluciona, se denomina NIC lll, hay una pérdida
progresiva de la diferenciacion acompafiada de una mayor atipia en mas capas
del epitelio, hasta quedar totalmente reemplazada por células atipicas

inmaduras y sin diferenciacion en la superficie (Figuras 7 y 8).
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Figura 7. Comparacion entre epitelio exocervical normal y con los diferentes grados
de NIC.
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Figura 8. Histologia del NIC | con atipia coilocitica demostrable en diferentes
tinciones; A. Células coilociticas en capas superiores del epitelio en tincién con
hematoxilina y eosina con halos perinucleares claros y membranas nucleares
irregulares; B. Hibridacion de acido nucleico de VPH in situ que demuestra la
infeccion viral en capas superiores del epitelio; C.Inmunotincidn difusa para Ki-67,
demostrando la disregulacion de la proliferacion celular; D. Inmunorreaccion intensa

nuclear con pl6 que caracteriza a las infecciones por VPH de alto riesgo.

Cabe mencionar que no todas las lesiones comienzan como condilomas o
NIC I, y pueden entrar en cualquier punto de la secuencia dependiendo del tipo
de VPH asociado y de otros factores del huésped. Asi mismo, las velocidades
de progresion no son uniformes. Las lesiones con NIC Il y NIC llI, constituyen

el mayor riesgo de cancer.®

1.4.1 Sistemas de clasificacion para lesiones intraepiteliales cervicales

Las clasificaciones para este tipo de lesiones han evolucionado desde que
George Papanicolaou en 1954 disefié el primer sistema de notificacion, que
incluso en la fecha tiene algunos seguidores, hasta la clasificacibn mas
reciente, denominada Sistema Bethesda 2001.

En 1968 la Organizacién Mundial de la Salud adopté el denominado
sistema “descriptivo” creado por Reagan en 1953, para la clasificacion
histolégica en donde retoma el concepto de “displasia”’, que fue adoptado
también por la comunidad cientifica en el Primer Congreso Internacional de
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Citologia en Viena, Austria (1961), donde se estableci6 el espectro de
anomalias del epitelio cervical con los conceptos de carcinoma invasor, CIS y

displasia.

Las lesiones displasicas se subdividieron en leve, moderada y severa o
grave, fueron utilizadas en informes de citologia e histologia, resultando dos
problemas fundamentales. Por un lado, el desacuerdo con respecto a cuando
una lesion debia llamarse displasia grave o CIS y por otro lado, el que muchos
clinicos asumian que el CIS y la displasia eran dos lesiones biolégicamente
distintas y su potencial maligno era independiente, quedando en duda el
tratamiento en la displasia, ademéas de que la definicién de displasia (significa
anomalia en el desarrollo de un 6rgano segun el diccionario de la Real
Academia Espafiola) a decir de otros era incorrecta para su empleo en los

informes diagnosticos.

Para resolver estos problemas Richard en 1967 propuso el término
neoplasia intraepitelial cervical (NIC) con tres grados progresivos (I, 11 y 1),
incluyendo en el lll al CIS, con la ventaja de que se reconocia el espectro de
lesiones precursoras de neoplasia, y se relacionaba con el tratamiento. Sin
embargo, a pesar de que esta clasificacion fue popular durante mas de 20 afios
e incluso en la actualidad sigue siendo usada por muchos clinicos,*! fue
criticada por la baja seguridad diagnostica en la parte menos severa del
espectro originada por gran variabilidad “inter-observador e intraobservador”,
por lo que se sugirid que se estableciera un sistema binario constituido por un
grupo con cambios morfolégicos de atipia discretos, y otro con cambios

acentuados.

Lo anterior, aunado a los avances en el conocimiento del papel que
juega el virus del papiloma humano (VPH) en la carcinogénesis cervical, motivo
la reunidon de representantes de organismos internacionales, cientificos y
profesionales en el Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos en
Bethesda Maryland, en 1988,12-15 coordinados por Robert Kurman y Diane

Salomoén, resultando la clasificacion binaria compuesta por Lesiones
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intraepiteliales escamosas de bajo y alto grado (LIEBG y LIEAG
respectivamente), concepto que no se limita al cérvix sino que puede aplicarse
a cualquier anormalidad de los genitales inferiores y que se justifica por el alto
indice de regresion espontanea en las LIEBG vy la posibilidad de progresion a
cancer invasor en las LIEAG, fue revisada en 1991 con modificaciones minimas
y actualizada el afio 2001. La LIEBG incluye NIC-I y la infeccién por VPH y la
LIEAG incluye NIC Il y Il y CIS, utilizando el concepto de “lesidn” en lugar de
neoplasia, que aunque significa “cualquier dano” (de manera poco especifica),
es usado para resaltar el potencial biolégico incierto de las alteraciones

morfologicas que describe.

Cuadro 1. Comparacion de las distintas clasificacion de lesiones precursoras de la neoplasia del cérvix

Tomado de Lépez, Hernandez, Gutiérrez y Platon, 2006

Papanicolaou (1954) OMS (1968) Richard (1978) Bethesda (1988) Bethesda (2001)
Clase 1 (Benigno) Negativo a células Dentro de limites Negativo para
malignas normales lesion intraepitelial
Clase 2 Atipia inflamatoria Negativo Cambios reactivos =~ Cambios reactivos
(metaplasia/displasia) =~ Atipia escamosa ASCUS ASC-US/H
Atipia coilocitica LIEBG LIEBG
Clase 3 (sospechoso) Displasia leve
Displasia NIC | LIEBG LIEBG
moderada NIC 1l LIEAG LIEAG
Displasia severa NIC 111 LIEAG LIEAG
Clase 4 (positivo a Carcinoma in-situ NIC Il LIEAG LIEAG
malignidad)
Clase 5 (positivo a Carcinoma Carcinoma Carcinoma invasor | Carcinoma invasor
invasor) invasor invasor

Las clasificaciones antes descritas estan basadas en la histologia,
excepto la de Papanicolaou que se cre6 con base a morfologia citologia, por lo
gue no son equivalentes. Sin embargo, es conveniente hacer el ejercicio de
comparacion (Cuadro 1) de todas ellas, para confirmar que todas intentan
establecer los limites entre cada una de las lesiones precursoras de neoplasia,
de acuerdo con la informaciéon disponible sobre su etiopatogenia y morfologia

en el momento de su implementacion. °
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1.4.2 Variabilidad interobservador en las lesiones intraepiteliales cervicales

La interpretacion histopatologica de las neoplasias intraepiteliales cervicales es
subjetiva y propensa a variaciones considerables. Esto esta documentado en
numerosos estudios encargados de investigar variabilidad intra e
interobservador dentro de un grupo de patélogos encargados de valorar
biopsias cervicales. En general, el acuerdo entre patblogos es excelente para
las lesiones invasoras, moderadamente bueno para NIC 3 y pobre para NIC1/2.
El reconocimiento de esta variabilidad ha llevado a esfuerzos para identificar
biomarcadores capaces de brindar mayor reproductibilidad al momento de
distinguir entre epitelio normal y lesiones intraepiteliales cervicales, asi como

reducir la variabilidad en la gradificacién de las mismas.

Un numero de marcadores biolégicos potencialmente Utiles para el
diagnéstico ha sido identificado usando métodos convencionales de
inmunohistoquimica, incluyendo la expresion aumentada de Ki-67. Uno de los
biomarcadores mas prometedores es pl6, un inhibidor de quinasa dependiente
de ciclinas que estd en relacién directa con el control del ciclo celular. La
expresion intracelular de p16 se incrementa después de la union con el VPH de
alto riesgo; como practicamente todos los carcinomas cérvico uterinos estan
relacionados con VPH de alto riesgo, no es de sorprender que exista un

aumento en la expresion de éste en la neoplasia inducida por VPH.

Diversos estudios han demostrado también que la expresion de pl6 en
el epitelio normal es muy infrecuente, que una proporcién de lesiones NIC 1
son positivas y una mayor lo son en NIC2; por otro lado la gran mayoria de
lesiones NIC 3 seran positivas a pl16. Incrementar la certeza del diagnostico
histopatolégico de neoplasias intraepiteliales cervicales es importante no sélo
para el cuidado de los pacientes, también para desarrollar nuevos métodos de
tamizaje de CaCu. Desafortunadamente, los estandares de oro que se utilizan
para evaluar ésta entidad (estudio histopatolégico y citopatoldgico) son

imperfectos y tienden a clasificar erroneamente a algunos pacientes. *
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Ki-67 es una proteina de proliferacion celular que se expresa en todas
las fases del ciclo celular, excepto en GO. Esta proteina tiene la funcién de
crecimiento en los tumores humanos y su expresion puede sugerir el grado de
malignidad de una lesidon. Algunos estudios han demostrado que la positividad
por inmunohistoquimica de Ki-67 demuestra el incremento de proliferacion
celular en las lesiones intraepiteliales de bajo y alto grado, permitiendo

diferenciarlas. °

En 2009, Paolo Dalla Palma y colaboradores evaluaron la
reproductibilidad del diagnéstico de neoplasia intraepitelial cervical en un grupo
de observadores bien entrenados. Se analizaron 1,496 casos donde se tendi6
a disminuir el grado de la neoplasia con desacuerdo diagnostico entre NIC 1y

normalidad. El acuerdo fue mayor conforme aumentaba el grado tumoral. ®

En 2014, Charanjeet Singh y colaboradores estudiaron la variabilidad
diagndstica de biopsias cervicales entre diferentes patélogos que utilizaban p16
y Ki-67, encontrando menor variabilidad en los casos diagnosticados como
NIC2 en comparacién con aquellos que no utilizaban los anticuerpos,
atribuyéndose a esto factores como: tamafio pequefio de la biopsia, problemas
en su proceso, tincién, corte, orientacion, denudacion epitelial y otros

artefactos. **

En México, los estudios sobre este tema son escasos, el Instituto
Nacional de Cancerologia realiz6 en 2012 una evaluacién de la concordancia
interobservador en la interpretacion citologica de estas lesiones, encontrando
4% de casos discordantes de un total de 1,707 casos, por lo que asumieron la
uniformidad de los criterios diagnoésticos y de la capacitacion del personal con

que cuentan. *
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Planteamiento del problema

¢,Cual es la reproductibilidad del diagnéstico de neoplasias intraepiteliales
cervicales entre observadores bien entenados en base a las clasificaciones de
Richard y Bethesda con la técnica de tencion habitual de hematoxilina-eosina?

¢La interpretacion de neoplasias intraepiteliales cervicales asociadas a Virus
del Papiloma Humano de alto riesgo con tincién de inmunohistoquimica aunada
a la tinciébn con hematoxilina-eosina disminuye la variabilidad interobservador

en el diagnostico de éste tipo de lesiones?

2.2 Justificacion

El diagndstico de la neoplasia intraepitelial cervical esta sujeto a variaciones
interobservador en cortes de hematoxilina-eosina debido al uso de diferentes
sistemas de clasificacion, asi como por el tipo de tejido estudiado y factores
relacionados al proceso de este.

Dichas variaciones podrian disminuir con la aplicacion de marcadores de
inmunohistoquimica tales como pl6 y Ki-67, aumentando asi la
reproductibilidad diagndstica, ain entre diferentes observadores, disminuyendo
los costos secundarios al tratamiento de pacientes sobre diagnosticadas asi
como la progresion a carcinoma invasor de lesiones en un inicio diagnosticadas

como benignas.
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2.3 Obijetivos
2.3.1 Generales

. Determinar la reproductibilidad en la interpretacion de neoplasias

intraepiteliales cervicales por dos observadores previamente entrenados.

. Comparar los resultados segun las clasificaciones de Ricahrt y

Bethesda para lesiones intraepiteliales cervicales.

. Valorar el uso de los marcadores pl16 y Ki-67 como auxiliares en el

acuerdo diagnastico interobservador de estas neoplasias

. Demostrar que la combinacién hematoxilina-eosina, p16 y Ki-67 es
superior que sélo la primera de ellas en cuanto a en sensibilidad y

especificidad.

2.3.2 Secundario

En caso de probar las hipotesis de investigacion, se recomendara al
servicio de patologia del Hospital General del Estado de Sonora la
implementacion rutinaria de Ki-67 y pl6 para deteccion de lesiones
intraepiteliales de dificil diagnéstico en biopsias y conos de cérvix uterino.

2.4 Diseio del estudio

* Retrospectivo
* Transversal

* Descriptivo

* Experimental

+ Ciego
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2.5 Universo a estudiar

Se estudiaran todas las biopsias y conos de cérvix recibidos en el Servicio
de Patologia del Hospital General del Estado de Sonora durante el periodo de
enero de 2013 a diciembre de 2013 con diagndstico histopatolégico de
neoplasia intraepitelial cervical, de los cuales se seleccionaran aquellos con
variabilidad en interpretacion por dos observadores respecto al diagnostico

original para realizar tinciones de inmunohistoquimica con p16 y Ki-67.

2.6 Criterios de inclusion

* Biopsias y conos de cérvix recibidos en el Servicio de Patologia del
Hospital General del Estado de Sonora durante el periodo de enero de
2013 a diciembre de 2013.

* Biopsias y conos de cérvix que cuenten con laminillas tefiidas en
hematoxilina-eosina y bloques de parafina, asi como diagnostico
histopatolégico previo

2.7 Criterios de exclusion

» Biopsias y conos de cérvix que no cuenten con diagndstico.

* Biopsias y conos de cérvix cuyos bloques de parafina contengan tejido

insuficiente para estudio de inmunohistoquimica.

+ Biopsias y conos de cérvix que no tengan laminillas tefiidas en

hematoxilina-eosina.
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2.8 Descripcion general del estudio

* Revision de los registros de estudios quirdargicos en el departamento de
patologia del Hospital General del Estado de Sonora para la seleccion
de casos.

* Obtencion de laminillas tefiidas con técnica de hematoxilina-eosina asi
como bloques de parafina

* Investigador A y B no contaran con la informacion del diagnostico previo
de cada biopsia.

* Se interpretardn bajo microscopio de luz las laminillas tefidas con
hematoxilina-eosina, emitiendo diagndéstico individualizado segun las
clasificaciones de Richard y Bethesda (2001).

* Proceso de informacion en tablas y graficas

* Inmunorreaccion con pl6 y Ki-67 en aquellos casos en los que exista
desacuerdo diagndstico con el resultado histopatoldgico final.

* Interpretacion bajo microscopio de luz las laminillas sometidas a
inmunorreaccion con los dos anticuerpos antes mencionados, emitiendo
diagndstico individualizado.

» Proceso de informacién en tablas y gréficas.

2.9 Andlisis estadistico

a) Se clasificaron las neoplasias intraepiteliales cervicales segun las
clasificaciones de Richard y Bethesda (2001) considerando el criterio del
observador como:

e NIC1, NIC2y NIC3

e Lesion intraepitelial de bajo y alto grado

b) Se realiz6 la medicidn de la concordancia interobservador mediante la

aplicacion del coeficiente Kappa de Cohen:
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Coeficiente Fuerza de la concordancia

kappa

0,00 Pobre {Foarl

001 - 0,20 Leve (Shght)

021 - 0,40 Aceptable {Fair)

0,41 - 0,60 Moderada (Moderata)

0,61 - 0,80 Considerable {(Substantiall
0,81 - 1,00 Casi perfecta (Almost perfect)

Tabla 1. Valoracion del coeficiente kappa (Landis y Koch, 1977)

© Se reclasificaron aquellos casos en los que existio discordancia
interobservador posterior a la inmunorreaccion con pl6 y Ki-67 en base
a los criterios descritos para su valoracion, como los mencionados por

Mee-Lee Looi y colaboradores en 2010. *

2.10 Variables de estudio

e Edad

e Tipo de biopsia

e Diagndstico inicial

e Diagnostico por observador

e Diagndstico tras inmunorreaccion

2.11 Consideraciones éticas y prevencion de riesgos

Se buscd conservar los principios éticos establecidos en la 18va. Asamblea
Médica Mundial (Helsinki, 1964. Actualizada en el afio 2000). Se conservara el
anonimato de las personas cuyas muestran sean estudiadas, de igual manera,
los resultados que se obtengan se contemplardn como informacién confidencial

a la cual accederan unicamente los médicos patdlogos del HGE de Sonora.

3. Resultados

Se revisaron 106 biopsias incisionales de cérvix (63.8%) y 60 conos de
cervicales (36.2%) estudiados en el Hospital General del Estado de Sonora las

cuales fueron estudiadas en el periodo de enero 2013 a diciembre 2013 y
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contaban con diagnostico histopatolégico final de neoplasia intraepitelial
cervical. Ver gréafica 1.

Tipo de muestra

[VALOR]

106

m BIOPSIA DE CERVIX  ® CONO CERVICAL

Grafica 1. Total de casos estudiados segun tipo de muestra

Las edades variaron entre la minima de 16 afios y la méxima de 69 afios, con

edad media de 34.14 afios. Ver grafica 2.

Frecuencia por rango de edad

60

50

40

30

20

-8 o

. g

10a 20 21a30 31a40 41a50 51a60 61a70

o

Gréfica 2. Distribucién de pacientes por rango de edad
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Todos los casos contaban con diagndstico previo en Hematoxilina-Eosina (HE).

Ambos observadores establecieron su diagndstico en base a las clasificaciones

de Richard (Neoplasia Intraepitelial Cervical/NIC) y Bethesda (Lesion
Intraepitelial de Bajo y Alto Grado/LIEBG y LIEAG). (tabla 2 y 3; grafica 3y 4).

DIAGNOSTICOS POR OBSERVADOR EN HEMATOXILINA-EOSINA (RICHARD)

NORMAL
NIC1
NiC2
NIC 3

TOTAL

INICIAL OBSERVADOR 1
0 12
45 43
20 15
101 96
166 166

OBSERVADOR 2

0
42
21

103
166

Tabla 2. Diagnésticos por observador con tincién base de HE (Richard)

120

100

80

60

40

20

DIAGNOSTICOS POR OBSERVADOR EN HEMATOXILINA-EOSINA

INICIAL OBSERVADOR 1

B NORMAL mNIC1 NIC2

OBSERVADOR 2

Grafica 3. Diagndsticos por observador en HE con clasificacién de Richard
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DIAGNOSTICOS POR OBSERVADOR EN HEMATOXILINA-EOSINA (BETHESDA)

INICIAL OBSERVADOR 1 OBSERVADOR 2
NORMAL 0 12 0
LIEBG 45 43 42
LIEAG 121 111 124
TOTAL 166 166 166

Tabla 3. Diagnadsticos por observador con tincién base de HE (Bethesda)

DIAGNOSTICOS POR OBSERVADOR EN HEMATOXILINA-EOSINA
140

120

100

80

60

40

- 11
0 I

INICIAL OBSERVADOR 1 OBSERVADOR 2

o

B NORMAL mLIEBG mLIEAG

Grafica 4. Diagndosticos por observador en HE con clasificacion de Bethesda

Se valor6 ademas la discordancia intraobservador con el diagnéstico
histopatoldgico final de cada paciente segun los dos sistemas de clasficacion
antes mencionados en base a la misma tincién aplicada en primer tiempo, HE.
Vertabla 4y 5.

DISCORDANCIAS CON EL DIAGNOSTICO FINAL (RICHARD)
OBSERVADOR 1 OBSERVADOR 2

NORMAL 12 0
NIC 1 11 8
NIC 2 12 15
NIC 3 7 11
TOTAL 42 34

Tabla 4. Discordancia con el diagnéstico final con tincién de HE (Richard)
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DISCORDANCIAS CON EL DIAGNOSTICO FINAL (BETHESDA)

OBSERVADOR 1 OBSERVADOR 2
NORMAL 12 0
LIEBG 11 8
LIEAG 7 13
TOTAL 30 21

Tabla 5. Discordancia con el diagnéstico final con tincion de HE (Bethesda)

Segun los diagnadsticos reportados por cada uno de los observadores y
el reporte histopatolégico previo, se calculd el promedio de acuerdo entre
observadores asi como la capacidad de concordancia interobservador de
Cohen, de nueva cuenta en base a los sistemas de clasificacion de Richard y
Bethesda y con tincion de HE. Vertabla6y 7.

ACUERDO INTEROBSERVADOR PROMEDIO EN HE (RICHARD)

PROMEDIO KAPPA DE COHEN
NIC1 78.916% 0.609
NIC 2 74.096% 0.543
NIC 3 68.675% 0.445
GENERAL 73.896% 0.532

Tabla 6. Acuerdo interobservador con tincion de HE (Richard)

ACUERDO INTEROBSERVADOR PROMEDIO EN HE (BETHESDA)

PROMEDIO KAPPA DE COHEN
LIEBG 88.554% 0.704
LIEAG 77.711% 0.488
GENERAL 82.731% 0.594

Tabla 7. Acuerdo interobservador con tincién de HE (Bethesda)
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Se realizo6 también la comparacion del promedio de acuerdo diagnéstico
entre los tres observadores asi como de la capacidad de concordancia
interobservador de Cohen, las cuales se reportan en las graficas 5y 6.

PROMEDIO DE ACUERDO DIAGNOSTICO

100.00%

90.00%

80.00% .F\; — —

70.00% —— S

60.00%

50.00%

40.00%

30.00%

20.00%

10.00%

0.00%
NIC 1 NIC 2 NIC 3 GENERAL

—e—Richard 78.92% 74.10% 68.68% 73.90%
—e—Bethesda  88.55% 77.71% 77.71% 82.73%

Grafica 5. Promedio de acuerdo interobservador segun clasificacion

CAPACIDAD DE CONCORDANCIA INTEROBSERVADOR
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

NIC1 NIC 2 NIC3 GENERAL
=@ Richard 0.609 0.543 0.445 0.532
=@ Bethesda 0.704 0.488 0.488 0.594

Grafica 6. Capcidad de concordancia interobservador de Cohen segun

clasificacion

Una vez obtenido la capacidad de concordancia interobservador, se
procedié a realizar inmunorreaccion con pl16 y Ki-67 sobre aquellos casos en

donde se reporté discordancia con el diagnéstico final, observando la siguiente
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modificacion de resultados tanto por el observador 1 como 2 en comparacion

con la tincién de HE (Tabla 8y 9).

DIAGNOSTICOS POR OBSERVADOR CON P16 Y KI-67 (RICHARD)

OBSERVADOR 1 OBSERVADOR 2
NORMAL 22 12
NIC1 36 45
NIC 2 8 7
NIC 3 100 102
TOTAL 166 166

Tabla 8. Diagnoésticos por observador con inmunorreaccion (Richard)

DIAGNOSTICOS POR OBSERVADOR CON P16 Y KI-67 (BETHESDA)

OBSERVADOR 1 OBSERVADOR 2
NORMAL 22 12
LIEBG 36 45
LIEAG 108 109
TOTAL 166 166

Tabla 9. Diagndsticos por observador con inmunorreacciéon (Bethesda)
Después de los resultados gracias a la inmunorreaccion, se procede a

comparar los resultados de la tincion convencional de HE a los de la

combinacion p16 y Ki-67 (grafica 7, 8, 9 y 10).

32



OBSERVADOR 1, COMPARACION DEL DIAGNOSTICO CON Y SIN

INMUNORREACCION

120
100
80
60
40
20

NORMAL NIC 1 NIC 2 NIC 3

—0—HE 12 43 15 9%
—0— p16y Ki-67 22 36 8 100

Grafica 7. Comparacion del diagndstico con y sin p16/Ki-67 por el observador 1
(Richard)

OBSERVADOR 2, COMPARACION DEL DIAGNOSTICO CON Y SIN

INMUNORREACCION
120
100
80
60
40
20
NORMAL NIC 1 NIC 2 NIC 3
—— HE 0 42 21 103
== D16y Ki-67 12 45 7 102

Gréfica 8. Comparacion del diagnéstico con y sin p16/Ki-67 por el observador 2
(Richard)
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OBSERVADOR 1, COMPARACION DEL DIAGNOSTICO CON Y SIN
INMUNORREACCION

120
100
80
60
40

20

NORMAL LIEBG LIEAG
=@=HE 12 43 111
=@=p16y Ki-67 22 36 108

Grafica 9. Comparacion del diagndstico con y sin p16/Ki-67 por el observador 1
(Bethesda)

OBSERVADOR 2, COMPARACION DEL DIAGNOSTICO CON Y SIN
INMUNORREACCION

140
120
100
80
60
40
20
0

NORMAL LIEBG LIEAG
=@ HE 0 42 124
=@=p16y Ki-67 12 45 109

Gréfica 10. Comparacion del diagnéstico con y sin p16/Ki-67 por el observador
2 (Bethesda)

Posterior a las modificaciones diagnésticas tras la inmunorreacciéon con
plé y Ki-67, se calcula nuevamente el promedio de acuerdo entre
observadores y la capacidad de concordancia interobservador de Cohen (Tabla
10).
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ACUERDO INTEROBSERVADOR PROMEDIO CON P16 Y KI-67

PROMEDIO KAPPA DE COHEN
RICHARD 79.518% 0.634
BETHESDA 86.747% 0.722

Tabla 10. Acuerdo interobservador con p16 y Ki-67 (Richard y Bethesda)

Se realiza también la comparacion directa del promedio de acuerdo entre
observadores y de la capacidad de concordancia interobservador con y sin
pl6/Ki-67, esto de acuerdo a las clasificaciones de Richard y Bethesda.
(Gréfica 11, 12, 13y 14).

PROMEDIO DE ACUERDO (RICHARD)
80.00% 79.52%
79.00%
78.00%
77.00%
76.00%
75.00%

73.90%

74.00%
73.00%
72.00%

71.00%

B HE M pl6/Ki-67

Grafica 11. Promedio de acuerdo diagndstico con y sin p16/Ki-67 (Richard)
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88.00%
87.00%
86.00%
85.00%
84.00%
83.00%
82.00%
81.00%

80.00%

PROMEDIO DE ACUERDO (BETHESDA)

86.75%

82.73%

EHE ™ pl6/Ki-67

Gréfica 12. Promedio de acuerdo diagnostico con y sin p16/Ki-67 (Bethesda)

0.66
0.64
0.62

0.6
0.58
0.56
0.54
0.52

0.5
0.48

CAPACIDAD DE CONCORDANCIA (RICHARD)

0.634

0.532

B HE M pl6/Ki-67

Gréfica 13. Capacidad de concordancia de Cohen con y sin p16/Ki-67 (Richard)
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CAPACIDAD DE CONCORDANCIA (BETHESDA)
0.8

0.722

0.7

0.594

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

B HE mpl6/Ki-67

Gréfica 14. Capacidad de concordancia de Cohen con y sin p16/Ki-67
(Bethesda)



4. Discusion

El cancer cérvico uterino ocupa los primeros lugares como causa de muerte por
cancer en mujeres mexicanas. Una infeccidon persistente de virus del papiloma
humano de tipos virales de alto riesgo oncogénico, es el factor etiolégico

principal en el desarrollo de esta neoplasia.

La infeccion por VPH esencialmente es una enfermedad de transmision
sexual. De esta manera, tanto hombres como mujeres estan involucrados en la
cadena epidemioldgica de la infeccion, pudiendo ser acarreadores

asintomaticos, transmisores y también victimas de la infeccién por VPH. *

Por estas y otras razones se han tratado de identificar biomarcadores
gue ayuden a su diagnostico temprano y que puedan ser reproducibles, como
sucede en el estudio de S. Nicholas Agoff y colaboradores, donde se demostré
que la combinacion de Ki-67 y p16 tienen un valor de kappa de Cohen alto
(mencionandose incluso que puede llegar a ser excelente dentro de esta
escala) incluso en la valoracion de tejidos entre histopatologos y técnicos

especializados. *°

En nuestro estudio se pudieron comprobar resultados similares, con
valores de kappa moderados como 0.532 cuando sélo se utiliza la tincidon con
Hematoxilina-Eosina y que pueden llegar hasta 0.722 (es decir, considerable)

cuando se realizan inmunorreacciones con los dos anticuerpos antes descritos.

La nomenclatura, por grados, se ha simplificado desde que se
establecieron las propuestas del grupo del Sistema Bethesda en lesiones
intraepiteliales de alto y bajo grado, disminuyendo (como se pudo demostrar al
momento de definir la capacidad de concordancia y promedio de acuerdo
diagnéstico de este trabajo) la discordancia entre diferentes pat6logos al definir
unicamente dos variables, asi como permitir una mejor comprension tanto para

los médicos clinicos como para los pacientes.
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Esta division tiene mayor utilidad clinica que otros sistemas de
clasificacion para lesiones cervicales, ya que los médicos deben enfrentarse
casi siempre a dos opciones de tratamiento (seguimiento o extirpacion

conservadora) segun la decision diagndéstica del histopatologo.

La clasificacion en s6lo dos grados es mas cercana a la posibilidad real
del diagnéstico morfolégico y de la terapéutica actual, ademas de la biologia de
las lesiones premalignas. La clasificacion de Richard esta firmemente arraigada
en la histopatologia, pero el uso de dos clasificaciones distintas para la misma
enfermedad parece insensato, sugiriendo la elaboracién de diagnosticos con

sélo una de ellas. *’

Justo como mencionan las guias de la Sociedad Americana de Cancer,
la meta fundamental del tamizaje para carcinoma cérvico uterino es finalmente
prevenir la morbilidad y mortalidad del mismo. En condiciones ideales, estas
estrategias deberian permitir identificar a aquellas lesiones precursoras que
muy probablemente progresen a carcinoma invasor, evitando Ila
deteccion/tratamiento innecesario de alteraciones secundarias a la infeccion

por VPH que no estan destinadas a progresar hacia la malignidad.

Debido a ello se recomienda iniciar con las pruebas de tamizaje a partir
de los 21 afios de edad, aunque como nuestro estudio demostrd, se pueden
encontrar casos de neoplasias precursoras en rangos tan amplios de edad
como lo es desde 16 hasta los 69 afios. *

El trabajo de Rachel Redman y colaboradores continda brindando
evidencia de que la evaluacion de lesiones de bajo y alto grado con pl6 y
otros marcadores resulta una herramienta extremadamente Util e importante
para los pat6logos en aquellas situaciones en que se deba discriminar entre

displasia, metaplasia o cambios histolégicos reactivos.
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Esta capacidad para discriminar entre diferentes entidades reducira
falsos negativos, mejorara el diagnostico de lesiones premalignas y disminuird
aguellos falsos positivos que conducen a procedimientos quirdrgicos

completamente innecesarios. *°

El patdlogo quirdrgico siempre tratara de que su diagnostico sea lo mas
certero posible, por lo mismo los estudios encargados de estudiar la
variabilidad interobservador se vuelven cada vez mas populares. Como sucede
con tumores de otros aparatos y sistemas, mientras mayor sea el grado
histolégico, mayor sera el acuerdo diagnéstico entre diferentes observadores °;
son las lesiones premalignas las que ocasionan el desacuerdo entre patélogos
bien entrenados, ya que son faciles de confundir con procesos reactivos como
lo visto en este escrito, donde existi6 un nimero elevado de sobrediagnostico
en lesiones que en teoria deberian tener comportamiento completamente

benigno.

En nuestra institucion y laboratorio, resulta imposible de momento contar
con los métodos auxiliares antes mencionados, necesitando recurrir a externos
para poder llegar a la resolucion de casos dificiles con diagnésticos que, de
contar con el medio, podrian ser obtenidos dentro de nuestro mismo

departamento.
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5. Conclusiones

1. En esta revision que incluye casos diagnosticados de biopsias
incisionales y conos cervicales durante el afio 2013, se encontraron un total de
166 lesiones premalignas que cumplian con los criterios de inclusién del
estudio.

2. El grupo de edad que con mayor frecuencia se observé afectado fue el
de 21 a 30 afios, con una media de 34.14 afos.

3. El tipo de neoplasia intraepitelial encontrada con mayor frecuencia fue el
NIC 3, acorde a lo reportado en la literatura.

4. El marcador p16 (con el que no se cuenta en la institucién) demostro su
utilidad en la identificacion de falsos positivos y negativos cuando se utiliza en
combinacion con Ki-67.

5. Se demostré que la capacidad de concordancia diagnostica en lesiones
intraepiteliales cervicales puede ser baja incluso entre sdlo dos observadores
ampliamente entrenados.

6. Se confirmaron las ventajas de utilizar un sistema de clasificacion menos
complejo (como el Sistema Bethesda), que de igual forma cumple con el
objetivo de informar de forma adecuada a médicos y pacientes por igual.

7. Reafirmamos la relacion estrecha existente entre la infeccion por el virus
del papiloma humano y la neoplasia del cérvix uterino.

8. En el laboratorio de patologia, se adquirieron nuevos conceptos que
ayudaran a disminuir la variabilidad interobservador.

9. Las lesiones de bajo grado continlan siendo aquellas que con mayor
frecuencia ocasionan errores diagnosticos.

10. Recalcamos la importancia de contar con métodos auxiliares de trabajo
que permitan el mejor diagnostico y estadificacion de pacientes como es el
anticuerpo p16, el cual por si s6lo ahorra recursos humanos y econémicos que

podrian ser invertidos en otras estrategias de salud.
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