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RESUMEN

OBJETIVOS: Comparar la sensibilidad del método inmunohistoquimico para deteccion de PVH,
con la del método citoldgico, colposcopia y evaluacion histoldgica, en lesiones preneoplasicas y
cancer invasor del cuello uterino. MATERIAL Y METODOS: Se realiz6 biopsias cervicales bajo
evaluacion colposcopica a 91 pacientes de centros médicos de Lima, quienes tenian resultados
anormales en un estudio citoldgico previo. Se obtuvo ademas informacion, directamente y de sus
historias clinicas. Se registro los resultados del examen citolégico, colposcopico, histopatolégico
de la biopsia y la deteccidon inmunohistoquimica de los antigenos del PVH. RESULTADOS: Se
report6 diagndstico de PVH por citologia en 39/91 (43%), por colposcopia en 57/91 (63%) y por
histologia en 78/91 (86%). Hubo expresion inmunohistoquimica de antigenos de PVH en 53/91
(56%), la mayor deteccion fue de lesiones escamosas intraepitaliares (LEI) de alto grado que LEI de
bajo grado. CONCLUSIONES: La prevalencia de PVH en cancer cervical y precursores es alta, y la
inmunohistoquimica no se recomienda como método de tamizaje para detectar PVH, debido a su
baja especificidad y sensibilidad.

Palabras claves: Virus del Papiloma; Neoplasias del Cuello Uterino; Inmunohistoquimica; Condiloma
Acuminado.

IMMUNOHISTOCHEMICAL DETECTION OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS IN CER-

VICAL CANCER

SUMMARY

OBJECTIVES: To establish the prevalence of Human Papillomavirus (HPV) in pre-malignant lesions
and invasive cervical lesions, and to assess the sensitivity and specifity of immunohisto-chemical
method to detect HPV antigens with respect to the citologic, colposcopic and anatomopathologic
studies. MATERIAL AND METHODS: Cervical biopsy samples were taken under colposcopy
among 91 women from Lima, who had a previous abnormal cytologic control. Results of their
citologic, colposcopic and biopsy samples, as well as immunohistochemical detection of viral antigens
were recorded. RESULTS: HPV was diagnosed 39/91 (43%) by cytologic, 57/91 (63%) by
colposcopic, and 78/91 (86%) by histologic methods. HPV antigen expression positivity was 53/91
(56%) by immunohistochemistry. High grade intraepiteliary scamous lesions (ISL) were more frequent
than low grade ISL. CONCLUSIONS: Prevalence of HPV among cervical cancer and ISL was
high. We considered that immunohistochemical method is not appropiated to HPV infection
screenings due to its low sensitivity and specifity.
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INTRODUCCION antigenos de PVH y su prevalencia en lesiones

. ) ) preneoplasicas y cancer invasor del cuello uterino en
El cancer de quello uterino constltgye en _nuestro PaiSomparacion con lo halladosando los medios
la neoplasia maligna de mayor morbimortalidad en MUpistoldgico, citolégico y colposcopico.

jeres mayores de 15 afios sexualmente activas, con una

alta incidencia y prevalencia a nivel naciod).(En la

etiologia del cancer cervical se sefiala multiples facto- MATERIALES Y METODOS

res, uno de ellos es la infeccion por Papilomavirus Hu-

mano (PVH), agente responsable del desarrollo de en- El presente estudio es de tipo prospectivo,
fermedades benignas y malignas de las mucosas vaginabservacional y descriptivo, llevado a cabo en el Institu-
cervical y otras*®). El PVH infecta las células de la to de Patologia de la Facultad de Medicina de la
capa basal del epitelio y la replicacion viral sucede eUNMSM, y el Hospital Arzobispo Loayza, donde se
células basales proliferantes, pero las proteinas delalué biopsias cervicales de 91 pacientes con citologia
capside estructural viral (funcién de genes temprano® histologia anormal, obtenidas bajo evaluacién
no son detectadas morfolégicamente; luego, por encin@blposcopica. Los datos de historia clinica fueron obte-
de la capa parabasal proliferante, las células empiezamalos directamente en formatos previamente elaborados
madurar y el citoplasma se hace mas abundante ytambién de las historias clinicas de las pacientes.
eosinofilico, indicando sintesis de queratina (expresion

de genes tardios), la cual se manifiesta por la produc- Citologia. Fue informada de acuerdo al Sistema
cién de proteinas estructurales virafég, Bethesda: Lesiones escamosas intraepiteliales de Bajo

grado (LEI BG); Lesiones Escamosas intraepiteliales
Varios subtipos de PVH estan relacionados con efle Alto grado (LEI AG)Carcinoma escamosavasor

proceso de carcinogénesis; se describen mas de §cc€lulas escamosas atipicas de etiologia no definida
subtipos (genotipos), los cuales varian en su habilidad®SCUS, siglas del inglés: "Atypical Squamous Cells
epite”otrépica y se dividen en grupos de bajo riesg@f Undetermined Significance"). Independientemente
(subtipos 6, 11), riesgo intermedio (subtipos 31, 33s€e detect6 alteraciones morfolégicas de las células
35, 51) y alto riesgo (subtipos 16 y 18), estos Gltimo<€piteliales en relacion con infeccion por PVH, caracte-
observados en las lesiones intraepiteliales cervicales d&adas por binucleacion, hiperpicnosis e hipertrofia
alto grado y en el carcinoma cervical infiltrante. E|nuclear, coilocitosis, disqueratosis, y anfofilia
genoma del virus en el cancer cervical invasivo est&itoplasmatica.
o e el e s Ol Examen corposcopicoSe rizo en ef Servco e
. - o, . %lnecologia del Hospital Nacional Arzobispo Loayza,
riesgo, son criticas para la transformacion maligna por

habilidad . . " | 53y y fue informado de acuerdo a lo descrito en la litera-
su nhapridad para unirse e inactivar a' gen pos y 1a prog, ., (cervicitis, epitelio blanco, punteado, mosaico,

ina b (supresores Lumorales 0o huésbec), o2 cifasos atipicos, condiloma  patrones mixios).
inhi ITosIS, %olposcépicamente, las lesiones subclinicas dadas por

Qe (i_angeres cervtlce}l,%g 'Eduf[:.'lqdosd gorl PdV![_' SO'bVH se observan como placas de epitelio blanco y pla-
Inactivados por mutaciony. La utilidad de la detec- no y en otros de acuerdo a las alteraciones tisulares

cion de antigenos de PVH por inmunohistoquimica Sldadas por el virus y el grado de neoplasia intraepitelial

gue siendo algo controversial, ya que la mayoria de 10g,ica| (NIC) o carcinoma evolutivo existente.
patélogos piensa que la deteccién de PVH por

inmunohistoquimica es especifica pero relativamente Histologia. Las biopsias fueron fijadas en formol
de baja sensibilidad y que la identificacion viral, asineutro, por 4 a 24 horas, luego incluidas en parafina, y
como de sus subtipos, es muy importante para deternmtiefiidas por H-E. El informe se realizé de acuerdo al
nar el riesgo potencial de progresion a cancer cervicabistema Bethesda y Richart*{9. El condiloma
Algunos especialistas peruanos han realizado investacuminado asociado a infeccién por PVH se diagnosti-
gaciones de deteccion de PVH por este météflo ( cé (independientemente de la clasificacion anterior) de
pero no se hallegado a conclusiones definitivas, por lacuerdo a los criterios de Meisse?¥:. @cantosis,
que es el objetivo de este estudio investigar la sensibpapilomatosis, hiperqueratosis y paraqueratosis del
lidad del método de inmunohistoquimica para detectagpitelio escamoso, con atipia coilocitécica de grado
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menor en el estrato inferior y con queratinocitosen células que tenian expresién en el ndcleo, citoplas-
globulosos, nucleos grandes y de contornos irregulana y/o membrana, las que fueron observadas en
res, o binucleacién, muy basdéfilos o de color negruzcogpitelios morfolégicamente bien definidos y
con vacuolizacién perinuclear prominente “coilocitosis” queratinizados, en condilomas, LEI BG, LEI AG y car-
de células del estrato superior del epitelio. cinoma epidermoide invasor. Para asegurar la especifi-

) o . . cidad y sensibilidad de los Ac primarios, se utilizé sec-
Inmunohistoquimica. Se detecto antigenos de PVH ¢ignes de tejido de condiloma vaginal con fuerte ex-

por inmunohistoquimica usando el método streptavidl'npresién de Ag de PVH y como control negativo se usé

biotin: Se efectu cortes histol6gicos de, 10s cua-  gyerp normal de conejo como anticuerpo primario en
les fueron luego desparafinizados en xilol y rehldratadogejido cervical normal.

a través de alcoholes, agua destilada y PBS. Se hizo un

pretratamiento con tripsina, y la recuperacion antigénica Andlisis estadisticoLos resultados de las evalua-
se hizo usando un horno microondas (Goldstareiones citoldgicas, colposcoépicas, histoldgicas e
MH1256). Se siguio los siguientes pasos: bloqueo denmunohistoquimica de las lesiones cervicales asocia-
los tejidos con perdxido de hidrégeno por 5 miny lavadas a PVH se mostraron mediante tablas, promedios y
do con buffer citrato; coloracion inmunohistoquimicaporcentajes, de acuerdo a la estadistica descriptiva.

a temperatura ambiente; incubacioén con el anticuerpo
primario especifico 30 min (Ac monoclonal rabbit para
PVH prediluido, DAKO LSAB); incubacién con anti-
cuerpo secundario (LINK) Ig antimouse biotinizado por
30 min y lavado con buffer citrato; incubacion con | aedad promedio de las mujeres estudiadas fue 34,4
streptavidin por 30 min., lavado con buffer citrato en 2afios, con un rango de 19 a 57 afios.

bafios por 5 min, reaccién con substrato cromoégeno

Diaminobenzidine (3-amino-9-ethilcarzol) hasta que Evaluacion citolégica:97% de las muestras tuvie-
aparezca la reaccion de color, luego contraste debn reaccién inflamatoria aguda y crénica (grados mo-
especimen con Hematoxilina de Harris y montaje conrlerado a severo), asociada con mayor frecuencia a in-
medio especial (DAKO). Para la lectura feccién bacteriana. Los hallazgos citolégicos reporta-
inmunohistoquimica se evalud la tincién con crucesdos de acuerdo al sistema de Bethesda, se consignan
negativo (0), débil o dudoso (+), moderado (++) e inen la Tabla N° 1. De los 16 casos informados como
tenso (+++). Se considero positivo a partir de 2 cruceSASCUS en el estudio citoldgico, doce correspondieron

RESULTADOS

Tabla N° 1.-Diagndéstico citolégico de seccidon de Tabla N° 2.- Expresiéon inmunohistoquimica
cuello uterino de acuerdo al sistema Bethesda. de Antigenos de PVH.
Citologia n % Histologia Inmunohistoquimica

n PVH (+) %

LEI Bajo Grado 40 43,9
Condiloma (14) LEI Bajo Grado 42 24 57
NIC | (26) Condiloma 20 11 55
LEI Alto Grado 31 34,1 NIC I 22 13 59
NIC 1l (18) LEI Alto Grado 43 26 60
NIC 1 (13) NIC Il 22 13 59
Ca. Escamoso Invasor 4 4.4 NIC 11l 21 13 62
ASCUS (16) 16 17,6 Ca. Escamoso Invasor 06 03 50
Total 91 100,0 Total 91 53 58
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por histologia a LEI de bajo y alto grado, y uno a carcidor del coilocito (Figura N° 3); c) Membrana de células
noma invasor. epiteliales alterada morfolégimente por PVH. La Tabla
. ) . _ N° 2 muestra los casos positivos de infeccién por PVH en
Se detecto alteraciones morfolégicas compatiblegs de 91 casos (58,2%): LEI BG fue 24/42 (57,1%), LE|
con infeccion por PVH (Figura N° 1) en 39 de los 91ca-ag 26/43 (60,5%), Ca escamoso 3/6 (50,0%) (Figura N°
sos evaluados (42,9%). 4). En 7/16 (43,8%) casos con histologia negativa a PVH,
. L . L L se identificé antigeno viral en areas de epitelio superfi-
Diagndstico histoldgico y colposcépicad:os resul- . . o hy )

o L , . cial disqueratosico y paraqueratdsico, como tinciones
tados del estudio histolégico reportados segun el siste- o - ) .
: ; .~ “granulares rojizas, delimitando nucleos, citoplasma o
ma Bethesda & Richart fueron: LEI BG en 42 pacien- embranas (Figura N° 5)
tes (46,2%); LEI AG en 43 pacientes (47,2%) y Ca. EIrn 9 '

en 6 pacientes (6,6%) (Tabla N° 2).

El estudio colposcépico mostré patrones anormales DISCUSION
en 9/91 (9,9%), punteado blanco en 14/91 (15,4%), epi- o ) .
telio blanco en 20/91 (22,0%), mosaico en 11/91 Nuestros resultados |n_d|can que la infeccién por
(12,1%), vasos atipicos en 3/91 (3,3%), y formas mixPVH en este grupo de pacientes :uene una el_evad,a pre-
tas en 34/91 (37,4%). valenC|aZ obsgrvand_o que los metqdos de diagndéstico
morfoldgico (histolégico y colposcoépico), son altamente
Se observéd imagenes sugestivas de condiloma peensibles para diagnosticar enfermedad subclinica por
colposcopia en 57/91 (62,6%) y por diagndsticoPVH asociada o no a cancer cervical y lesiones
histolégico en 78/91 (85,7%). Al comparar los méto-preclinicas, mientras que el método inmunohistoqui-
dos morfolégicos para el diagnéstico de PVH, obsermico se observé como el de menor precision para de-
vamos: (a) Citologia 39/91 (42,9%); (b) Colposcopiatectar PVH, con resultados semejantes a los del estu-
57/91 (62,6%) y (c) Histologia 78/91 (85,7%). dio citoldgico, que fue el de mas baja precision dentro
de los métodos morfolégicos, lo que esta de acuerdo
Inmunohistoquimica: La positividad de expresion con lo sefialado por otros investigadofgs)( La pre-
viral, determinada por la presencia de pigmento pardo rsencia segun histologia de LEI de bajo y alto grado, y
jizo finamente granular, tuvo las siguientes formas de prede un caso de carcinoma invasor, nos sugiere recomen-
sentacion: a) Intranuclear: dentro de coilocitos de célulagar que toda lesidon catalogada como ASCUS en la
infectadas (Figura N° 2); b) Intracitoplasmatica: alrede<itologia debe tener un seguimiento mediante estudio

Fig. N° 1.-Célula epitelial escamosa infectada por  Fig. N° 2.-Expresion nuclear de antigenos de PVH,
PVH con hipertrofia y picnosis nuclear, binucleacién y con coilocitos perinucleares bien definidos en epite-
coilocitosis perinuclear amplia. Método PAP (400X). lio escamoso cervical. Método streptavidin (250X).

34



Anales de la Facultad de Medicina \ol. 61, N° 1 - 2000

LT
- 4 - = P A T
¥ .y e .".
+% T i gl . -
. ' -:-. 1 ' - ot E L
L% i 2 oy § =]
B s " P Y TR " S p W
& A n
‘ - --'JI . Wy ”"t"rh o
- b w oy
& v B T e R
[ 4 ' NT— ] By &
Fig. N° 3.-Expresion de antigenos de PVH en el Fig. N° 4.-Expresion de PVH en nicleo de
citoplasma de la célula epitelial escamosa. células de carcinoma escamoso. Método
Método streptavidin (250 X). streptavidin (250X).

colposcépico e histolégico para asi determinar el diagtectar los subtipos de PVH con mayor riesgo para desa-
noéstico definitivo. rrollar carcinogénesis, por lo que el uso de la biologia

i . molecular (PCR) es el método recomendado para iden-
Los antigenos de PVH han sido detectados en NUeSticar este virus y SUS genotipos

tro medio en 1989 por Castro De La Mata y col., segun
refiere Santos CJ), quien hall6 30% de positividad en
lesiones de tipo preinvasoras e invasora; Zevallos en
1992 ¢9), estudio6 las secreciones del pene de esposos CONCLUSIONES

de mujeres con cancer cervical en comparacion con Ufl | 5 prevalencia de PVH en cancer cervical y lesio-
grupo control y hall6 diferencias significativas de,ex— nes precursoras es alta.

presion de PVH (34,5% y 19,4%). En Ecuador, Lopez ) i i i

(*9 en 1992 report6 una sensibilidad de la técnica dé- La histologiay la colposcopia son métodos de alta
55% y especificidad de 82%, con un valor predictivo SenSIbI|Idad en el dlagnostICO de |nfeCC|0n por PVH.
positivo de 86%.

La expresion total de antigenos de PVH por S .
inmunohistoquimica en nuestro estudio fue 58,2%, d A T W
ella correspondi6 42 de 53 (79,2%) a NIC y carcinoma . = . R a., T
y las lesiones de NIC en forma gradual tuvieron la ma L g U ' -
alta tincion positiva, lo cual demuestra su alta relacio . ‘1..& Ty
con el proceso de carcinogénesis cervical. \H . ‘:‘" N

En 7 casos se encontré infeccion por PVH en form i :H"'* i 4
oculta, con positividad en el nucleo, por lo cual este . . o W
método podria ser Gtil para detectar algunas lesiones ¢ -
PVH no halladas por métodos morfolégicos, por lo qud - = e
tampoco recomendamos el uso de la inmunohistoquimig &
como método de rutina, o para efectuar tamizajes dy .

PVH, debido a que en varios casos se observé una bame= =

sensibilidad y especificidad para diagnosticar antigenos Fig. N° 5.-Infeccion oculta de PVH en epitelio
virales de PVH, alun en condilomas morfolégicamente escamoso superficial queratinizado.
bien definidos, a la vez que este método no permite de- Método streptavidin (250X).
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4)
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La deteccion de antigenos de PVH por método d@ Gusberg MD, Runowicz C.Gynecologic cancers. Text Female
inmunohistoquimica es de baja sensibilidad, por lo Genital Cancer. 1988.Cap. 33.

que no se recomienda su uso como método de rutin®. Haran D. Human Papillomavirus (HPV) and progression
of cervical displasia International Cervical Cancer

Symposium. November 26 - 30, 1991, Saint Lucia, West
" Indies, p 31, 1991.
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