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IV.1. CLASIFICACION DE LAS LESIONES.

Tras el estudio histopatologico de todas las muestras se obtuvieron los

siguientes resultados, separados en muestras de vulva y cérvix uterino.

1V.1.1. BIOPSIAS DE VULVA.

Todas las piezas de vulva presentaron lesiones asociadas a HPV y se

clasificaron en tres grupos:

A) Lesiones benignas:

- Condiloma acuminado (n=31).

B) Lesiones dispiasicas, con potencialidad de evolucion maligna (n=6):

- VIN | (n=3).

- VIN Il (n=3)

C) Lesiones invasivas:

- Carcinoma escamoso bien diferenciado (n=3).

En la tabla V.l y en las figuras IV.1 y IV.2 se detallan la clasificacién y
distribucion porcentual de las biopsias de vulva segun su procedencia, las
lesiones diagnosticadas y el criterio histopatolégico de compatibilidad con

infeccién por HPV.
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Figura IV.1, Distribucién porcentual de los distintos tipos de lesién encontrados en las biopsias
de vulva. (n=40).
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Figura IV.2. Distribucién porcentual de las biopsias de vulva con hallazgos histopatolégicos
compatibles o no compatibles con infeccién por HPV segiin |a lesion diagnosticada (n=40).
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1V.1.2. BIOPSIAS DE CERVIX UTERINO.

Las biopsias de cérvix se clasificaron, segtn las lesiones encontradas, en

dos grandes grupos:
A) Lesiones no asociadas a HPV (n=24):
- Hiperqueratosis (n=8).
- Cervicitis crénica (n=8).
- Polipo cervical {n=8).
B) Lesiones asociadas a HPV (n=180):

1. Lesiones benignas:

- Condiloma acuminado (n=26).

2. Lesiones displasicas, con potencialidad de evolucién maligna
(n=142):

. LSIL (n=90).
- HSIL (n=52).

3. Lesiones invasivas:
- Carcinoma escamoso (n=12), dividido en bien diferenciado (n=9)

y pobremente diferenciado (n=3).

En la tabla IV.ll y en las figuras IV.3 y IV.4 se detallan ia clasificacion y
distribucion porcentual de las biopsias de cérvix uterino con lesiones asociadas
a HPV segun su procedencia, la lesion diagnosticada y el criterio histopatologico
de compatibilidad con infeccién por HPV.
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Figura IV.3. Distribucidn porcentual de las lesiones asociadas a HPV diagnosticadas en

biopsias de cérvix uterino (n=180).
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Figura IV.4. Distribucién porcentual de lesiones cervicales con hallazgos histopatologicos
compatibles o no compatibles con infeccién por HPV (n=180).
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Figura IV.5. Distribucién porcentual por lesiones de las biopsias de cérvix uterino segin que
p P P
procedan de archivo o sean de nueva obtencién (n=180}.

En la figura V.5 se ilustra porcentualmente la clasificacian de las biopsias
cervicales con lesiones asociadas a HPV segun que las muestras sean de archivo

o de nueva obtencion.

IV.2. LONGITUD DE EPITELIO.

Las 229 piezas en las que se midio la longitud del epitelio con analisis de
imagen se dividieron en dos grupos:

A) Biopsias con lesiones no asociadas a HPV (n=24).

La longitud del epitelio fue superior a 10 mm en todas las piezas.
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B) Biopsias con lesiones asociadas a HPV (n=205):

Los resultados obtenidos se detallan en la tabia 1V.ill. En las
tablas IV.IV y IV.V se resume la clasificacidn de las biopsias de vuiva
y cérvix segun su longitud de epitelio, en relacion con las lesiones

diagnosticadas.

——

| . BIOPSIA
I EpTITELIO M) § . VULVA [ | CERVIX
' SRR | {n=37). {n=168)

_:;w;!f"'}f:"_B ( 5.4%)
1 2.7%) | 15 ( 8.9%)
' (

{

6.6%)
J9%)
.9%) -
6%)
.2%)
.3%)
.0%)
.3%)

T 2.7%) 1 11
i A4 s

—

(2.7%) | 15

11

o

}
) 7 A
(10.8%) | 14
R e
) el (

S LSRN TN B TN B
]
jo
o)
o2
ooy o (b |a o |

b 19 (51.a3

Tabla IV.lIL. Ciasificacidn de las biopsias de vulva y cérvix con lesiones no invasivas
asociadas a HPV, segiin la longitud de su epitelio.
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Tabla IV.IV. Clasificacidn de las biopsias de vulva en relacién con las lesiones no invasivas
diagnosticadas vy la longitud de epitelio.
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Tabla IV.V. Clasificacion de las biopsias de cérvix uterino en relacion con las lesiones no invasivas

asociadas a HPV diagnosticadas y la longitud de epitelio.



Estudio de la infeccién genital por HPV RESULTADOS 100

En los casos diagnosticados de carcinoma, tanto en vulva como en cérvix,
y dada la naturaleza invasiva de este tipo de lesién, no pudo medirse la longitud
del epitelio, al no estar conservada la capa basal de células. Sin embargo, todas
las piezas tenian una cantidad de epitelio suficientemente representativa (mas de
7 campos de 100 aumentos), equivalente a una longitud superior a 10 mm en las

demas lesiones (el diametro de un campo de 100 aumentos en el microscopio
utilizado es de 1.6 mm).

IV.3. INMUNOHISTOQUIMICA.

Las tres lineas celulares estudiadas dieron un resultado negativo por
inmunohistoquimica para el antigeno estructural comin de HPV.

Todas las biopsias con lesiones no asociadas a HPV dieron igualmente un
resultado negativo con esta técnica.

& » ' Jowe

Figura 1IV.6. Condiloma acuminado de wulva positivo para. HPV  por
inmunohistoqu imica. El marcaje (nicleos de color rojo) afecta s6lo a células superficiales
del epitelio. (x 320).
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Figura IV.7. Detalle de coilocitos con reaccién positiva para HPV por
inmunohistoqu imica (nicleos de color rojo). (x 640).

Por lo que respecta a las piezas con lesiones asociadas a HPV, se obtuvo
un resultado positivo en 52 biopsias (23.6%). En todos los casos el marcaje
afectd de forma casi exclusiva a coilocitos y células disqueratdsicas, situadas
siempre en el tercio superior del epitelio (figs. IV.6 y IV.7).

Para tabular los resultados obtenidos por lesiones conviene distinguir entre

piezas de vulva y de cérvix uterino.

IV.3.1. BIOPSIAS DE VULVA.

De las 40 biopsias estudiadas, 21 fueron positivas para HPV por
inmunohistoquimica (52.5%). La distribucion de los casos positivos por iesiones
se especifica en la tabla IV.VL.
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Tabla IV.VI. Resultados obtenidos mediante inmunchistoquimica para HPV en biopsias de
vulva, segin las distintas lesiones.

En la biopsia diagnosticada de carcinoma epidermcide la reaccion positiva
se observo en dos celulas superficiales de una region de epitelio displdsico

adyacente a la masa tumoral.

IV.3.2. BIOPSIAS DE CERVIX UTERINO.

De los 180 casos estudiados, 30 fueron positivos para HPV por
inmunohistoquimica (16.7%). En la tabla IV.VIl se especifican los resultados

obtenidos por lesiones y su distribucion porcentual.
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Negativo | 12 - | ws0. | .48 | 12 150
(a6.2%) -} (88.9%) | t88:5%) |  (1oowm) | (83.3%)

Tabla IV.VIl. Resultados obtenidos con la técnica de inmunohistoquimica para HPV en
biopsias de cérvix uterino con lesiones asociadas a HPV.
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Si se consideran soélo las biopsias con lesiones no asociadas a HPV y
aquéllas diagnosticadas de condiloma acuminado, la inmunohistoqu imica tiene,
con respecto a los criterios histolégicos, una sensibilidad de 53.8%, 100% de
especificidad, un valor predictivo positivo de 100% y un valor predictivo negativo
de 66.7%.

IV.4. HIBRIDACION IN SITU.

IV.4.1. TECNICA DE DETECCION,

Las lineas celulares CaSki y Hela dieron resultado positivo por esta
técnica. En las células CaSki la positividad consistié en un marcaje de tipo puntual
de color violaceo en el nucleo de las células, variando el nimero de puntos y su
tamano de unas células a otras, llegando a ocupar en algunas ocasiones la casi
totalidad del nucleo (fig. IV.8). En las células Hela, en cambio, la positividad
consistic en uno o dos puntos pequerios intranucleares (fig. IV.9).

i -

o " r
T -
'3 ‘ | ® % .2
. - ~ . !
-~ 4 v .
b = - s
- “
o . -
3 ...‘- L .; ’
» "d' y
. . B 7
T > .
1 !‘

n
Figura IV.8. Extension de células CaSki positivas para HPV por HIS-deteccidn.
(x 320).
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Figura IV.9. Extension de células HeLa con una reaccin positiva para HPV por HIS-
deteccion, consistente en uno o dos puntos morados intranucleares (flechas). (x 160).

Figura IV.10. Condiloma acuminado de vulva positivo para HPV por HIS-detecci 6n.
Los niicleos de las células positivas presentan una intensa coloracién violacea.
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Las células SiHa fueron negativas con la técnica de HIS-detecci6n, al igual

que todas las biopsias cervicales con lesiones no asociadas a HPV.
Por lo que respecta a las piezas con lesiones asociadas a HPV, 155

(70.5%) fueron positivas (fig. IV.10). Los resuitados por lesiones se detallan a

continuacion, divididos en vulva y cérvix.

IV.4.1.1. Biopsias de vulva.

Treinta y tres biopsias de las 40 estudiadas resultaron positivas para HPV
por HIS-deteccid n (82.5%). Los resultados obtenidos por lesiones se especifican
en la tabla IV.Vili.

|l condiloma | ‘VIN I | VIN IX | Carcinoma | Total
ns31) o n=3) b ome3y | (n=3) | L (m=40)
‘Pogitive | 25 | 2 | -3 3 | 33
- {80.7%) | . 1. : : ' 1 (82.5%) .
Negativo 6§ 1 1 ewe ] e b7 E
_ (19.4%) 4. - . ] R 1 x7.5%)

Tabla IV.VHI. Resultados obtenidos con la técnica de HIS-deteccion para HPV en biopsias
de vulva.

IV.4.1.2. Biopsias de cérvix uterino.

De las 180 biopsias estudiadas, 122 resultaron positivas con la técnica de
HIS-deteccion (67.8%). La distribucion de las biopsias positivas por lesiones se
detalla en la tabla IV.IX.
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I ‘Condiloma | ‘LSIL | HSIL | Carcinoma’| Total
(n=26) | (n=90) | ‘n=52) | (m=12) (n=180) _
positivo | . 24 | ar ] 40 11 122
- | te2.3%) | (s52.2%) | (76.9%) (91.7%) (67.8%)
‘Negativo | 2 i} 43 1 12 1 58
L (7.7%) P (ar.8%) | (z3.1%) | (8.3%) (32.2%) ||

- -
Tabla IV.IX. Resultados obtenidos con la técnica de HiS-deteccion para HPV en biopsias
cervicales con lesiones asociadas a HPV.

L a sensibilidad de esta técnica respecto de los criterios histopatoldgicos en
biopsias diagnosticadas de condiloma acuminado es de 92.3%, la especificidad

y el valor predictivo positivo de 100% y el valor predictivo negativo de 92.3%.

IV.4.1.3. Relacién entre la técnica de HIS-deteccion para HPV vy la longitud

del epitelio presente en las biopsias.

En {a tabla IV.X y en la figura IV.11 se detallan los resultados globales
obtenidos en biopsias de vulva y ceérvix con lesiones no invasivas asociadas a
HPV en refaciéon con la longitud del epitelio presente en las mismas. En la tabla
IV.XI y en la figura IV.12 se representan estos mismos resultados en biopsias

cervicales desglosados por lesiones.

En la figura IV.13 se ilustran los resultados porcentuales obtenidos con
esta técnica en biopsias de cérvix, con una longitud de epitelio inferior a 5 mm,
entre 5 y 9 mm y superior a 9 mm. Las diferencias entre estos tres porcentajes
de positividad son estadisticamente significativas (p<10®) cuando se consideran
globalmente. La diferencia es también significativa entre las biopsias con menos
de 5 mm de epitelio y aquélias con epitelio entre 5 y 9 mm (p<0.0002) o superior
a 9 mm (p<10®). Por el contrario, no es significativa la diferencia entre los
resultados obtenidos en biopsias con un epitelio comprendido entre 5y 9 mm y

aquéllas con mas de 9 mm.
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. (HIS e/ total% (HIS +* / total?)
<2 f::'. ST A O S SIR: R 1/ 9 ﬂ
2-3. B! ey AT 6/ 15
-4 ooy a 4 /11
! [ T 6 / 15
| 5-6 R A 12 / 15
6-7 2/ 2 8 / 11
v-8 v 4/ 7
-9 f R 10 / 14
9-10 A 8 /10
510 a7/ ae 52 / 61

! Numero de_bi'opsiéé pos iif.fms__por.l.aﬁ ‘téenica: de-H'is_-detécciﬁzn:p_aﬁé'H'Pv.
2 . B ) .= . . BN R - L, TR L - N
S Mamero total de biopsias inclyides en cada clage seqn la longitud de su epitelio,

Tabla IV.X. Resultados obtenidos con la técnica de HIS-deteccién para HPV en biopsias de vulva y

cérvix en relacion con la longitud de su epitelio.

Biopalas positivas
para HPV por HI8 (%)
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1 2 8 4 & L 7 8 9 | 10 |de epitelio (mm)
Vulva 811 | 6811 | 88.3 | 85.7 | 85.7 | 85,3 | 844 | B0 | 85.7 | 805
Cérvix | 681|082 | 722|752 | 70.7T | 708 | 804 | 824 | 845 | 85.3
Blopaia

~#— Wulva % Cérvix

Figura IV.11. Resultados obtenidos con la técnica de HIS-deteccidn en biopsias de vulva y cérvix con
lesiones no invasivas asociadas a HPV seglin ¢ tamafio minimo de las mismas.
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Tabta V. Xl. Resultados obtenidos con la técnica de HiS-detecci 6n para HPV en biopsias cervicales
en relacion con la longitud de su epitelio y la lesion diagnosticada.

Biopaias positivas
para HPV por HI8 (%)
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1 [ 2 | 8| 4 | 8 |8 |7 |8 | 98 | 10 |geepitello (mm)

Condlloma | 92.3 | 92.3 | 96 | 05.7 | 06.7 | 05.5 | 94.7 | 04.4 | 938 0238
L8iL 522 | 564 | 54.4 | 658 | 068.4 | 086.7 | 66,1 | 00.2 ( 70.6 | 74.2
HSIL 768 | 80 | 80.4/854 868|879 93.3]820 | 100
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Figura V.12, Resultados obtenidos con la técnica de HIS-deteccic n en biopsias cervicales con lesiones
no invasivas asociadas a HPV, segin longitudes minimas de epitelio.
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Figura IV.13. Resultados porcentuales obtenidos con la técnica de HIS-detecci én para
HPV en biopsias de cérvix con una longitud de epitelio inferior a 3 mm, entre 5 y 9 mm
y superior a 9 mm.

Finalmente, en la figura IV.14 se comparan los porcentajes de positivad
para HPV por hibridacidon in situ en las distintas lesiones no invasivas
diagnosticadas en piezas de cérvix segun que la longitud del epitelio presente en
las mismas sea inferior a 5 mm, esté comprendida entre 5 y 9 mm o sea superior
a 9 mm. Las diferencias observadas en condilomas acuminados no son
estadisticamente significativas. Silo son, en cambio, en LSIL (p<0.0003) y HSIL
(p<0.003) cuandc se consideran gioblamente. En LSIL la diferencia es
significativa entre biopsias con menos de 5 mm de epitelio y aquéllas con 5-9 mm
o mas de 9 mm; no es significativa entre biopsias con 5-9 mm de epitelio y mas
de 9mm. En HSIL hay diferencia estadisticamente significativa entre biopsias con
menos de 5 mm y mas de 9mm y entre biopsias con 5-9 mm y mas de 9 mm; no
es significativa la diferencia observada entre biopsias con menos de 5 mm y con

5-9 mm de epitelio.
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Blopsias positivas para HPV por HIS {%)

Condiloma

Lesién
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B <5 mm 759 mm B > 9 mm N Total de biopsias

Figura IV.14. Comparaci6n de resultados de ia técnica de HIS-deteccién para HPV
por lesiones en biopsias de cérvix con longitud de epitelioc menor de 5 mm, entre 5-9 mm
y mayor de 9 mm.

IV.4.2. TECNICA DE TIPADO.

Las dos lineas celulares positivas por la técnica de HIS-deteccion (CaSki
y Hel.a) dieron un resultado positivo con fa sonda especifica para los tipos 16/18
de HPV. El tipo de marcaje observado en cada una de ellas fue similar al
obtenido por HIS-deteccion. Ambas lineas celulares fueron negativas con las
sondas especificas para los tipos 6/11 y 31/33/51 de HPV.

Por lo que respecta a los resultados obtenidos en las biopsias positivas por

HIS-deteccidn, conviene separar nuevamente las biopsias de vulva y cérvix.
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IV.4.2.1. Biopsias de vulva.

De las 33 biopsias HPV positivas por la técnica de deteccién, 25 fueron
positivas para los tipos 6/11 de HPV (75.8%), 3 para los tipos 16/18 de HPV
(9.1%), 6 para los tipos 31/33/51 de HPV (18.2%) y 3 resultaron negativas para

las tres sondas (9.1%).En la tabla IV.XIl se muestran los resultados por lesiones.

|- T | . TIPO VIRAL _

. LESION . T T ===

' _ R |.16/18 | 31/33/51 | Ootros |
Condiloma (n=25}) . . § 2 3 1
VIN I (n=2) . 1 - -
VIN II (n=3) — 2 -
Carcinoma (n=3) . § - . 1 2

Tabla IV.XIL, Resultados obtenidos con la técnica de HIS-tipado en biopsias de vulva HPV-positivas
en reiacién con las lesiones diagnosticadas.

Tres biopsias dieron un resultado positivo con mas de una sonda (7.5% del
total de muestras de vulva estudiadas y 9.1% de las biopsias positivas por HiS-
deteccion): una fue positiva para los tipos 6/11 y 16/18 de HPV, otra para los
tipos 6/11 y 31/33/51 de HPV y la tercera dio un resultado positivo con las tres
sondas utilizadas. Los tres casos habian sido diagnosticados de condiloma
acuminado y en todos ellos el marcaje obtenido con cada sonda afecté a zonas

distintas del epitelio no superpuestas.

1V.4.2.2. Biopsias de cérvix uterino.

De las 122 biopsias en las que se obtuvo un resultado positivo con HIS-

deteccion, 34 fueron positivas para los tipos 6/11 de HPV con la técnica de HIS-
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tipado (27.9%), 40 para los tipos 16/18 de HPV (32.8%), 51 para ios tipos
31/33/51 de HPV (41.8%}) y 9 fueron negativos para las tres sondas (7.4%).

En 10 piezas (1 condiloma acuminado, 6 LSIL y 3 HSIL) se obtuvo un
resultado positivo con 2 sondas (5.6% del total de biopsias de cérvix y 8.2% de
las biopsias positivas por HIS-deteccion): 1 (LSIL) fue positiva para los tipos 6/11
y 16/18 de HPV, 4 (1 condiloma acuminado y 3 LSIL) para los tipos 6/11 y
31/33/51 de HPV y 5 (2 LSIL y 3 HSIL) para los tipos 16/18 y 31/33/51 de HPV.
Una biopsia, diagnosticada de LSIL, dic un resultado positivo con las tres sondas.
En todos estos casos el marcaje obtenido con cada sonda afectd a zonas

distintas del epitelioc no superpuestas.

En la tabla IV.XIll y en la figura V.15 se muestran los resultados obtenidos
con esta técnica, por lesiones, en el total de biopsias cervicales HPV-positivas por
HIS-detecci 6n. Finalmente, en la tabla IV XIV se detallan estos mismos resultados

eliminando aquellas biopsias que fueron positivas para dos ¢ mas sondas.

I uEszoNy - § .. . TIPO VIRAL . |

' P [ =1
oo oo R 6f11 ) 16/18 | '31/33/51 [ Otras |

S O | R —

| ‘Condiloma (n=24) G 17 o R R - R e
LBIL {(n=47). _f_fffi355ff5516;3[f  '21,- | "

| BSIL (n=40) ??H 74;f:f:' 20fﬂf33"15 I
Carcinoma (n=11) § == "t a2 1 s | 1

Tabla IV.XIN. Resultados obtenidos con la técnica de HIS-tipado en biopsias cervicales HPV-
positivas en relacién con las lesiones diagnosticadas.
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Blopsias positivas (%)
80

70.8

Condlioma LSIL HSIL Carcinoma

Lesién

Me/11 Z16/18 EE31/33/51 N Otros

Figura IV.15. Representacion grafica de los resultados porcentuales obtenidos con la
técnica de HIS-tipado en biopsias de cérvix, por lesiones.

S0 TIPO VIRAL

5_'-:16:2153;:'35: '_.53:;3'.723?3]:551 ke Otros -
T o] RN L
12 15, 5
17 13’
4 6 1

Tabla IV.XIV. Resultados de la técnica de HIS-tipado para PV, por lesiones, en
biopsias cervicales sin infeccion miltiple.

La prueba de x° para probar la hipétesis de independencia de estas dos
variables (tipo viral y lesidn), aplicada a los datos de la tabla IV.XIV, refleja una

diferencia estadisticamente significativa (p<2x10°) entre los resultados obtenidos
en cada tipo de lesion.
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IV.5. PARAMETROS MORFOLOGICOS ASOCIADOS A LA
HIBRIDACION IN SITU.

Para la evaluacién de los tres parametros morfolégicos asociados a la
hibridacion in situ que se han estudiado, sélo se consideraron las biopsias que
dieron resultado positivo con una unica sonda por HiS-tipado y aquéllas positivas
por HIS-deteccio n y negativas por HIS-tipado. En consecuencia, el nimero total

de biopsias consideradas ha sido de 141: 30 de vulva y 111 de cérvix uterino.

IV.5.1. PATRON DE MARCAJE.

A nivel celular se observaron dos tipos distintos de reaccion positiva con
la técnica de hibridacion in situ: uniforme, de manera que la coloracién afecta por
igual a la totalidad del nucleo (fig. IV.16), o puntual, de manera que el color se

distribuye en forma de puntos variables en numero y tamario (fig. IV.17).

Segun el tipo de reaccidn positiva predominante en cada biopsia HPV-

positiva por hibridacién in situ se distinguieron tres patrones de marcaje:

1. Uniforme: predominan las células positivas con una reaccién de tipo

uniforme y ,normalmente, de gran intensidad (fig. IV.16).

2. Puntual: la mayoria de las células positivas presentan una reaccion de
tipo puntual, independientemente del nimero, tamafio e intensidad de

los puntos de color en cada nucleo (fig. IV.17).

3. Mixto: se observan células positivas con ambos tipos de marcaje,

uniforme y puntual, en proporciones similares (fig. 1V.18).
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Figura 1V.16. Biopsia de vulva positiva para los tipos 6/11 de HPV por HIS-
tipado con un patrén de marcaje uniforme. (x 160) :
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Figura IV.17. Patrén de marcaje puntual (flechas) obtenido por hibridacion i situ en
una biopsia de cérvix uterino positiva para los tipos 16/18 de HPV. (x 320).
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Figura IV.18. Patrén de marcaje mixto obtenido con hibridacién in situ en una biopsia
cervical positiva para los tipos 31/33/51 de HPV. Obsérvese la presencia simultinea de
células con marcaje puntual (flecha corta) y uniforme (flecha larga). (x 320).

IV.5.1.1. Biopsias de vulva.

La distribucion de los tres patrones de marcaje por lesiones y tipos virales
detectados se detalla en las tablas IV.XV y IV.XVI, respectivamente.

En la figura IV.18 se ilustra la relacion existente entre el patrén de marcaje
y los tipos virales detectados en condilomas acuminados de vulva.

PATRON DE |

MARCAJE |~
. . K Condiloma

Uniforme 20 o200 1 B . =3
H Puntual 1 R BT D I | 3
[ mixto ! S KRR

Tabla IV.XV. Clasificacién de biopsias de vulva HPV-positivas segin el patron de marcaje
observado y la lesién diagnosticada.
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TIPO VIRAL

Il PATRON DE
o 16/18 | 31/33/51

MAR:

::iuniforme-' ¥ oo2v o ol S

E:P_Uﬁt.u.al' (| B S IR T AT (NP IRAE :

i Mixto | &8 1 R R
Ee ——

Tabla IV.XVL. Clasificacion de biopsias de vulva HPV-positivas segin el patrén de marcaje
observado y el tipo viral detectado.

Otros
1t (5%)

6/
6/
19 (95%)

_

. UNIFORME ,f"}wxm
20 (S0.9%) N 1asn
7 o

e,
———

k. PUNTUAL
1 (4.5%)

31/33/54%

Figura V.19, Distribucién de patrones de marcaje en condilomas acuminados de
vulva en relacién con los tipos de HPV detectados.
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IV.5.1.2. Biopsias de cérvix uterino.

La clasificacion de las biopsias cervicales segun el patrén de marcaje
observado por hibridacién in situ, en relacion con la lesién diagnosticada y los

tipos virales detectados se refleja en las figuras IV.20 y IV.21.

Estadisticamente la distribucién de patrones de marcaje en los distintos
tipos de lesion no difiere de forma significativa. Si se demuestra, en cambio,
diferencia significativa en la distribucidn de patrones de marcaje en relacién con
los tipos virales detectados, tanto cuando se consideran globaimente (p<107?),
como cuando se consideran por parejas (p<10™ entre los tipos 6/11 y 16/18 de

HPV, p<10°® entre los tipos 6/11 y 31/33/51 de HPV y p<0.05 entre los tipos 16/18
y 31/33/51 de HPV).

Porcentaje de biopsias

26.1% HHH2 5% HHH10.6% 15 0%
7 e e
75% 7 /
/30.4% /42.5% 45.0% /72.7%
50% /
26%
43.5% 45% 43.2% 0.1%
0%
Condiloma LSIL HSIL Carcinoma
Mixto 6 1] 4 2
Puntual 7 17 7 8
Uniforme 10 18 16 1
Lesién
Batrén de marcaje

B Uniforme Puntual EHH Mixto
-~ |

Figura IV.20. Clasificacién de las biopsias cervicales en relacién con la lesién diagnosticada
y ¢l patrén de marcaje observado por hibridacion in situ.
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Porcentaje de biopsias

28.6% R 12.1% HHEH 12,04 7/33.3#
7 7
76% /
/ 48.5% / 73.2%
50% /
26% /
71.4% 30.4% 14.6% 66.7%
0% —_
8/11 16/18 31/33/61 Otros
Mixto 8 4 5 0
Puntual 0 16 30 3
Uniforme 20 13 6 6
Tipo viral
Patrén de marcaie

I uniforme Puntual EH Mixto

0
Figura IV.21. Clasificacidn de las biopsias cervicales segun el tipo viral detectado y el

patrén de marcaje observade por hibridacién in situ.

N | N
Y
6/1 g 8/11
10 (100%) 6 (100%)
l"'. ‘. e
j \
\ UNIFORME | MIXTO
} 10 {43.5% fee 6 (26.1%)
l h,//
\‘ 1P
PUNTUAL 31/33/61
7 {30.4%} 7 {100%)
o —‘_‘_-M‘_‘“

O
Figura V.22, Distribucién de patrones de marcaje en condilomas acuminados de cérvix en

relacién con los tipos de HPV detectados.
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Otros
4 (22.2%)

31/33/51 Y
I

3 [168.7%)

18518 N

4 ({22.2%) 1

6/11
7 (38.9%) |~

UNIFORME
18 (45%})

n\“\ ”,‘/’MleO ""’/,-.
o5 (126%)
—’l/

T

*

1
h
-
1

+ : ———

—

PUNTUAL
17 (42.5%}

31/33/51

Otros
1({5.9%)

31/33/51
9 (52.9%)

16/18
7 {41.2%)

Figura IV.23. Distribucién de patrones de marcaje en biopsias de cérvix diagnosticadas de
LSIL en relacion con los tipos de HPV detectados.

Otros
2 {12.5%)

31/33/61 “"\
3 (e.s%) |1

16/18
8 (50%)

3 (ggm \\\\

% UNIFORME

i (43.2%)

N\ Swmixto 7
o, (10.8%) .~

7

1
The
=y o
+ .,

H ——_.,

PUNTUAL
17 (45.9%)

———

31/33/5
1

18/18

6/N

Otros
1(5.9%)

31/33/61
9 (62.9%}

16/18
7 (41.2%)

Figura V.24, Distribucién de patrones de marcaje en biopsias de cérvix diagnosticadas de
HSIL en relacion con los tipos de HPV detectados.
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16/18 | ’
1 16/18
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1(01%) MIXTO 7
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e Otros
HE — 1{12.5%)
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PUNTUAL 31/33/61
8 (72.7%) 5 (62.5%)
16/18
_____ 2 (256%)

los tipos de HPV detectados.

[ SRR S R e
Figura IV.25. Distribucién de patrones de marcaje en carcinomas de cérvix en relacion con

La relacidn entre patrén de marcaje y tipos virales en cada lesidn se ilustra

en las figuras V.22 (condilomas acuminados), IV.23 (LSIL), IV.24 (HSIL) y IV.25
(carcinomas).

Por ultimo, en la tabla IV.XVIl se detalfla |la relacion entre el resultado
obtenido con inmunohistoquimica y e! patrén de marcaje.

INMUNOHISTOQUIMICA
e O _

| _ 1. - Negativo
Uniforme: @ o210 b o4

fi Puntual e b g

Mo} 3 |1 |

Tabla IV.XVII.

Clasificacidn de biopsias cervicales segun el resultado obtenido con
inmupohistoquimica y ¢l patron de marcaje.

121
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IV.5.1.3. Resultados globales.

Al considerar conjuntamente los resultados obtenidos en vulva y cérvix

uterino, también se encuentra diferencia significativa en la distribuci 6n de patrones

de marcaje por lesiones, tanto cuando se consideran estos resultados

globalmente (p<0.003), como cuando se consideran las lesiones por parejas

(p<0.02 entre condiloma y SIL y p<0.03 entre SIL y carcinomas).

Para poder estudiar tablas de contingencia de 2x2, los resulftados globales

se agruparon como se muestra en las tablas IV.XVIIl y IV.XIX.

oo oe |

|' carcinoma |

11

....... 36

Unlfcrme_
Mixto.

a6

Tabla IV.XVHLI. Ciasificacidn conjunta de biopsias de vulva y cérvix uterino HPV-positivas segiin

el tipo puntual de patrén de marcaje y la lesion diagnosticada.

PATRON DE - .. LESION

AT
Puntual

o+ 15 - 45

Mixto

Condiloma .1 VIN/SIL

Carcinoma

13

Uniforme -~ § 30 . . 37

Tabla IV.XIX. Clasificacion conjunta de biopsias de vulva y cérvix uterino HPV-positivas segiin

el tipo uniforme de patron de marcaje vy la lesion diagnosticada.
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Del analisis global de la tabta IV.XVIIl se deduce una diferencia estadistica
significativa entre los patrones de marcaje observados en las distintas lesiones
(p<10™). Considerando las lesiones por parejas se obtienen los siguientes
resultados:

1. VIN-SIL/Condiloma acuminado:

- Diferencia estadisticamente significativa (p<0.004).
- Razon de ventaja de riesgo:. 3.62
Intervalo de confianza al 95% (Cornfield); 1.40<3.62<9.64

2. Carcinoma/VIN-SIL:

- Diferencia estadisticamente significativa (p<0.02).
 Razon de ventaja de riesgo: 4.69
Limites exactos de confianza al 95%: 1.11<4.69<27.66

- Riesgo relativo: 3.82
Intervalo de confianza al 95% (series de Taylor): 1.14<3.82<12.85

El analisis global de la tabla IV.XIX sefiala igualmente una diferencia
significativa entre los patrones de marcaje observados en los distintos tipos de

lesion (p<0.0004). Por parejas se obtienen los siguientes resultados:

1. VIN-SIL/Condiloma acuminado:
- Diferencia estadisticamente significativa (p<0.03).
- Razon de ventaja de riesgo: 2.43
Intervalo de confianza al 95% (Cornfield): 1.07<2.43<5.68

2. Carcinoma/VIN-SIL:
- Diferencia estadisticamente significativa (p<0.008).
- Razon de ventaja de riesgo: 10.69
Limites exactos de confianza al 95%: 1.45<10.69<466.27
- Riesgo relativo: 8.52
Intervalo de confianza al 95% (series de Taylor): 1.16<8.52<62.46
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IVS.2. PATRON DE DISTRIBUCION DE LAS CELULAS
POSITIVAS.

Se han considerado dos patrones de distribucidn de células positivas a lo
largo det epitelio:

1. Multifocal: se observan grupos de células positivas alternando con
zonas de epitelio en las que no aparecen células marcadas (fig. IV.26).

2. Aislado: se observan pocas células positivas y aisladas unas de otras

(fig. IV.27).
., -
, A
ek AN . v "t - v
» o, Wb >
. . " ‘:3 ' ‘L,
)-e. ' - : .r:.' - - . I
- - - ] -
w e 055 T ety . -
yos T a T S . L e )y
# -y - B , LN
2 R oTraM e F LN e ’
- N . ke e " avp
. L | . .
-...H‘ oo -.':‘ - I- o
-3 B rh _‘ il
s ‘.\.. - At
— (R Y
Iy
L Lo I
- ‘. - o - =
- . l’ P. =
_. - . & _'. -I -
- n fq -
- -
"T'{f n‘ i
5y 4
.UJ" " A b
> g ° g * -
-t . or -
s 1 A
- . L] -
¥ - '

Figura IV.26. Patron de distribucion multifocal de células positivas por hibridacién
in situ en un condiloma de vulva positivo para los tipos 6/11 de HPV. (x 100).
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Figura IV.27. Condiloma acuminado de vulva positivo para los tipos 6/11 de HPV por
hibridacién in situ con patrén de distribucion aislado. Se observa sélo una célula
claramente positiva (flecha). (x 160).

IV.5.2.1. Biopsias de vulva.

En las tablas IV.XX y IV.XXI| se muestra la clasificacidn de las piezas de
vulva segin este parametro histolégico, en relacion con las lesiones
diagnosticadas y los tipos de HPV detectados. En la figura 1V.28 se ilustra la
relacion existente entre el patron de distribucién y los tipos virales detectados en

condilomas acuminados de vulva.

Tabla IV.XX. Clasificacién de biopsias de vulva HPV-positivas segin el patron de distribucién
observado y la lesién diagnosticada.
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__ TIPO VIRAL

DISTRIBUCION — :
. R - § - . 16/18 . . 31/33/51 : O’Cros :
Multifocal 15 L 1 1

Tabla IV.XXI. Clasificaciéon de biopsias de vulva HPV-positivas segin el patrén de distribucion

observado y el tipo viral detectado.

e
--.___\_

--//‘//_
.//'/-"/
i MULTIFOCAL
14 (63.6%)
.—""//-—’
AISLADO
8 (36.4%)

----

Qtros
1({7.1%)

&/11
13 (92.9%)

31/33/51
1(12.5%)

arn
7 (87.6%)

Figura IV.28. Relacion entre el patr6n de distribucién de células positivas y el tipo de

HPV detectado en condilomas acuminados de vulva,
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1V.5.2.2. Biopsias de cérvix uterino.

La clasificacién de las biopsias cervicales segun las lesiones
diagnosticadas y los tipos virales detectados, en relacion con los dos patrones de
distribucion de células positivas por hibridacion in situ, se representa graficamente

en las figuras IV.29 y IV.30.

La prueba de x* aplicada globalmente a los datos de la figura V.29 indica
qgue no hay diferencia significativa entre los resultados obtenidos en cada tipo de
lesion; sin embargo, cuando este test estadistico se aplica a los resultados
obtenidos en condilomas acuminados y SIL, las diferencias halladas entre los
porcentajes para cada patron de distribucidn si son significativas (p<0.02; razén
de ventaja de riesgo: 3.25). También son significativas estas diferencias cuando
se consideran conjuntamente los resultados obtenidos en vulva y cérvix uterino,
tanto globailmente (p<0.005), como entre condilomas y SiL. (p<0.003; razdn de

ventaja de riesgo: 3.42); sin embargo, no hay diferencia significativa entre SIL y

carcinomas.
100% Porcentaje de biopsias
/ 7%
//43.5% /Z 70% /Z 78% /mﬂ
76% / / /
% _—
25%
27% 27.3%
0%
Condiloma LSIL HSIL Carcinoma
Aislado 10 28 27 8
Mulitifocal 13 12 10 3
Lesion
Patrén de distribucion
B Multifocal Aislado

. |
Figura IV.29. Clasificacién de biopsias cervicales seglin la lesioén diagnosticada y el
P g g2 y
patrén de distribucién de células positivas por hibridacién in situ.
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Porcentaje de biopsias
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76% / / /
50% ffff 2ééé 2ééé
25%
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8/1 16/18 31/33/61 Otros
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Tipos virales
Patron de datribucion
R Muttifocal Aislado
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Figura IV.30. Clasificacién de biopsias de cérvix segun los tipos virales detectados y el
patron de distribucién de células positivas por HIS.

Por lo que respecta a los datos representados en la figura V.30, hay una
diferencia estadisticamente significativa entre los resultados obtenidos cuando se
consideran globalmente (p<4x107°); esta diferencia es también significativa cuando
se consideran soélo las biopsias positivas para los tipos de HPV 6/11 y 16/18
(p<9x10®) 6 6/11 y 31/33/51 (p<2x10°®). No hay diferencia significativa entre los
resultados obtenidos en biopsias positivas para los tipos 16/18 y 31/33/51 de
HPV.

La relacién entre ambos patrones de distribucion de células positivas y los
tipos virales detectados en cada lesidn se detallan en las figuras V.31
(condilomas acuminados), V.32 (LSIL), IV.33 (HSIL) y IV.34 (carcinomas).
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Figura IV.31. Relacion entre el patron de distribucién de células positivas y el tipo de
HPV detectado por HIS en condilomas acuminados de cérvix.
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Figura IV.32. Relacién entre el patron de distribucion de células positivas y el tipo de
HPV detectado por HIS en lesiones de cérvix diagnosticadas de LSIL.



Diagndstico de la infeccidn_genital por HPY

RESULTADQS

130

MULTIFOCAL
10 (27%)

AISLADO
27 (73%)
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16/18
4 (40%)

8/11
2 (20%)

2 {7.4%)

31/33/561
10 (37%)

16/18
13 {48.1%)

6/
2 (7.4%)

Figura IV.33. Relacién entre el patrén de distribucion de células positivas y el tipo de

HPV detectado por HIS en biopsias de cérvix diagnosticadas de HSIL.
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Figura IV.34. Relacion entre el patrén de distribucion de células positivas y el tipo de

HPV detectado por HIS en carcinomas de cérvix.
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Para finalizar, en la tabla IV.XXIl se muestra la relacion entre los resultados

inmunohistogurmicos y el patrén de distribucién.

1| »earrRON DE DISTRIBUCION

‘Multifocal . 1

- INMUNOHISTOQUIMICA
f o e

§ Positivo | Negativo
]

21

- ]
: 17

I aisiado

5

68

—

Tabla IV.XXIl. Clasificacion de biopsias cervicales

inmunochistoqu imicos y el patrdn de distribucion.

segun los resultados

IV.5.3. POSICION RELATIVA DE LAS CELULAS POSITIVAS EN

EL GROSOR DEL EPITELIO.

Las biopsias HPV-positivas por hibridacion in situ se dividieron en tres

grupos dependiendo de la altura del epitelio en la que aparecen células

marcadas;

1. Superior: s6lo aparecen células positivas en el tercio superior del epitelio

(fig. IV.35).

2. Medio: se observan células positivas en los tercios superior y medic del

epitelio (fig. IV.36).

3. Inferior: se observan células positivas en los tres tercios del epitelio,

incluyendo en ocasiones las capas de células basales y parabasales

(fig. IV.37).
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Figura IV.35. Corte transversal de un condiloma acuminado de vulva positivo para
los tipos 6/11 de HPV. La reaccion positiva se aprecia en células del tercio superior del

epitelio. (x 100).

Figura IV.36. Biopsia cervical positiva para los tipos 6/11 de HPV por hibridac
in situ. Se observan células marcadas en el tercio medio del epitelio (flecha). (x 320
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Figura IV.37. Reaccion positiva para los tipos 6/11 de HPV por hibridacién in situ.
Obsérvese la presencia de células marcadas en el tercio inferior del epitelio (flechas). (x
200).

A diferencia de los patrones de marcaje y distribucién de células positivas,
en este caso no se han considerado las biopsias diagnosticadas de carcinoma,
ya que al perderse la arquitectura del tejido no es posible distinguir la posicién
relativa de las células marcadas en el grosor del epitelio. En consecuencia el
numero total de biopsias consideradas ha sido de 127: 100 de cérvix y 27 de
vulva.

IV.5.3.1. Biopsias de vulva.

La clasificacion de las biopsias de vulva segun esta caracteristica en
relacion con las lesiones diagnosticadas y los tipos virales detectados se

especifica en las tablas IV.XXII y IV.XXIV, respectivamente.
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| memeroe |
|  EerTELIO T

1 condiloma | VINI | wvINII

|| superior
' 1L TSR R (T TR RS

i Medio

B Y

Inferior .

T——

Tabla IV.XXIN. Clasificacién de las biopsias de vulva segin la posicion relativa en el grosor del
epitelio de las células positivas por hibridacidn in situ.

| rercro ox 20 vIRAL _
- EPITELIO ===

8 | 31/33/51

I Medio

| inferior

: T R IR R
Tabla IV.XXIV. Relacién entre el tipo viral y la posicién relativa en el grosor del epitelio de las células
positivas por hibridacidn in sity en biopsias de vulva.

1V.5.3.2. Biopsias de cérvix uterino.

La clasificacion de ias biopsias cervicales por lesiones y por tipos virales,
en relacion con la posicion relativa ocupada por las células positivas por
hibridacid n in situ en el grosor del epitelio se especifica en las figuras V.38 y
v.39.

El analisis estadistico de las correspondientes tablas de contingencia
demuestra la independencia entre las variables estudiadas. Es decir, no existe
una asociacidn significativa entre la posicion relativa en el grosor del epitelio de
las células positivas por hibridacion in situ y el tipo de lesién o el tipo de HPV
detectado.
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" Porcentaje de biopsias
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Figura IV.38. Clasificacion de biopsias cervicales segin la posicién relativa de las
células positivas por hibridacidn in situ en el grosor del epitelio.
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Figura 1V.39. Relacion entre el tipo viral y la posicién relativa de las células positivas
por hibridacidn in siti en el grosor del epiteiio en biopsias cervicales.
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IV.5.4. RELACION ENTRE EL PATRON DE MARCAJE Y EL
PATRON DE DISTRIBUCION.

En las tablas IV.XXV y IV.XXVI se detalla la clasificacion de biopsias de
cérvix HPV-positivas por hibridacién in situ, en relacion con el patrén de marcaje,
el patrén de distribucion de células positivas y el tipo de lesion diagnosticado o el
tipo de HPV detectado, respectivamente. El analisis estadistico global de ambas
tablas indica que hay una diferencia significativa en los resultados obtenidos por
cada tipo de lesion (p<0.04) y por cada grupo de virus (p<10*®). Sin embargo,
cuando el analisis se realiza comparando ias lesiones y los grupos virales por
parejas no se observa una diferencia significativa entre LSIL y HSIL ni entre los
tipos virales 16/18 y 31/33/51.

PATRON ' PATRON

MULTI FOCAL
AISLADO

MIXTO

Tabla IV.XXV. Clasificacién de biopsias de cérvix HPV-positivas por hibridacién in sitz segin la
lesion diagnosticada y los patrones de marcaje y distribucion,
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31/33/51 Otros

MU'I‘IFGCAL i 2 4 -
AISLADO : Rees g b 26 3
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PUNTUAL
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Tabla IV. XXV | Clasificacidn de biopsias de cérvix HPV-positivas por hibridacidn in situ segiin el
tipo viral detectado y los patrones de marcaje y distribucién.
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Tabla IV.XXVII. Distribucién de biopsias de vulva y cérvix positivas por hibridacién in situ segtin
la lesion diagnosticada y los patrones de marcaje y distribucién,

Para poder estudiar tablas de contingencia de 2x2, se consideraron
globalmente los resultados de vulva y cérvix y se agruparon como se muestra en
la tabla IV.XXVIl. El andlisis global de esta tabla arroja una diferencia
estadisticamente significativa (p<8x10™). Al considerar las lesiones por parejas
se obtuvieron los siguientes resultados:
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1. VIN-SIL/Condiloma:

Diferencia estadisticamente significativa (p<0.02).
Razén de ventaja de riesgo: 2.81
Intervalo de confianza al 95% (Cornfield): 1.08<2.81<7.5

2. Carcinoma/VIN-SIL:

- Diferencia estadisticamente significativa (p<0.02).
Razén de ventaja de riesgo: 4.11
Limites exactos de confianza al 95%: 1.06<4.11<18.25

Riesgo relativo: 3.35
Intervalo de confianza al 95% (series de Taylor): 1.13<3.35<9.94

IV.6. ESTUDIOS COMPARATIVOS.

Para la realizacio n de estudios comparativos se han tenido en cuenta sélo
los resultados obtenidos en biopsias con una longitud de epitelio superior a 5
mm, para minimizar en lo posible el sesgo en los calculos estadisticos debido a
falsos negativos por tamafio inadecuado de la pieza. Se han incluido también los
casos diagnosticados de carcinoma, pues todos ellos tenfan un tamario
suficientemente representativo. Por lo tanto, el niumero total de biopsias incluidas

en estos estudios ha sido de 168: 130 de cérvix y 38 de vulva.

IV.6.1. COMPARACION ENTRE INMUNOHISTOQUIMICA E
HIBRIDACION IN SITU.

De las 168 biopsias consideradas, 138 fueron positivas para HPV con la
técnica de HIS-deteccion (82.1%), mientras que sdlo 49 dieron un resultado
positivo con la técnica de inmunohistoqu imica (29.2%). Ninguna biopsia fue

positiva por inmunohistoguimica y negativa por hibridacién in situ.

La distribucidon de casos positivos por cada técnica en piezas de vulva y
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cérvix por separado, agrupados segun las lesiones diaghosticadas, se detalla en
las tablas IV.XXVIII y IV.XXIX. En ellas se incluye, ademas, la sensibilidad de la
inmunohistoqui'mica frente a la hibridacion in situ en cada tipo de lesién. En
ambos casos las diferencias entre los resultados obtenidos con ambas técnicas
son estadisticamente significativas (p<0.006 en piezas de vulva y p<10® en

piezas de cérvix uterino).

63.6% |

Tabla IV XXVIIL. Resultados de inmunchistoqu imica e hibridacién in situ en biopsias de vulva, con
expresion de la sensibilidad de una técnica con respecto de otra.

Car01noma
CA{n=12) "

| Y |

ot Nﬁmero de h.Lops:l.as posnzlvas pax 1munahisthuim1ca _: : RS TN SRS
* NOmero-deibigpeias posivivas iper- hibridaeidn in: gitu. : e : R
a’ Senaibilidad de la 1munohistoqu£mica respecto de 1a hihridacién in.gd il

Tabla |V XXlX Resultados de inmunohistoquimica e hibridacién in situ en biopsias de cérvix, con
expresion de la sensibilidad de una técnica respecto de la otra.
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Si consideramos cada técnica por separado, el analisis de ia tabla IV.XXIX
muestra una diferencia significativa entre los resultados obtenidos en cada lesidn,
tanto con inmunohistoquimica (p<5x10°), como con HiS-deteccidn (p<0.02). Sin
embargo, en el caso de la hibridacion in situ, las diferencias no son significativas

si no se consideran las LSIL o si se consideran conjuntamente LSIL y HSIL.

También hay diferencia significativa entre las sensibilidades de la
inmunohistoqui'mica con respecto a la hibridacion in situ en las distintas lesiones
cervicales (p<5x10®), cuando éstas se consideran globalmente. El analisis

estadistico por parejas de lesiones arroja los siguientes resultados:

1. Condiloma/SIL:
- Diferencia estadisticamente significativa (p<8x107).

Razén de ventaja de riesgo: 7.25
Intervalo de confianza al 95% (Cornﬁeld): 2.28<7.25<23.79

2. Sll/Carcinoma:

Diferencia estadisticamente no significativa.

En las figuras 1V.40 y V.41 se ilustran de forma comparativa los resuitados
porcentuales de positividad obtenidos con ambas técnicas en las distintas

lesiones, seguln la procedencia anatémica de las biopsias.

Por lo que respecta a la sensibilidad de la inmunohistoqu imica frente a la
hibridacion in situ en relacion con los tipos virales detectados con esta uUltima
técnica, de las 56 biopsias positivas para los tipos 6/11 de HPV, 41 (73.2%)
fueron positivas por inmunohistoqu imica; de las 34 muestras positivas para los
tipos 16/18 de HPV, 8 (23.5%) fueron positivas por inmunohistoqu imica;
finalmente, de las 52 piezas positivas para los tipos 31/33/51 de HPV, 8 (15.4%)
fueron positivas por inmunohistoqu imica. Estas diferencias de sensibilidad de la
inmunohistoqur'mica en relacién con los tipos virales detectados por HiS-tipado
son estadisticamente significativas (p<10®) cuando se consideran globaimente,
pero no lo son cuando se consideran soélo los tipos 16/18 y 31/33/51 de HPV.
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Figura IV.41. Resultados porcentuales de positividad con

hibridacidn in situ en
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Hay también una clara diferencia entre ambas técnicas cuando se

comparan las reacciones positivas obtenidas sobre una misma pieza, ya que el
numero de células positivas por hibridacién in situ es en todos los casos mucho

mayor que el de células positivas por inmunohistoqurmica (fig.42).

A . T

Figura [IV.42. Comparaciéon de las técnicas de
inmunohistoquimica e hibridacion in situ para HPV en un condiloma
acuminado de vulva.

A) Reaccién positiva con inmunohistoquimica que afecta
exclusivamente a células coilociticas del tercio superior del epitelio.
B) Reaccidn positiva para los tipos 6/11 de HPV por hibridacién in
situ. El nimero de células positivas es muy superior al detectado con
inmunohistoquimica.
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I1V.6.2. COMPARACION ENTRE BIOPSIAS COMPATIBLES Y NO
COMPATIBLES HISTOPATOLOGICAMENTE CON INFECCION
POR HPV.

Los resultados obtenidos con inmunohistoquimica e HIS-deteccidn, por
lesiones, en piezas de vulva y cérvix, histopatoldgicamente compatibles o no
compatibles con infeccién por HPV, se reflejan en las tablas IV. XXX y IV.XXXI.
La prueba de x* aplicada a los totales obtenidos en cérvix uterino indica que no
hay diferencia significativa en los resultados obtenidos con hibridacion in situ en
ambos tipos de muestras; si es, en cambio, significativa la diferencia observada

en los resultados de inmunohistoqu imica (p<0.04).

Los resultados obtenidos con la técnica de HIS-tipado en biopsias
cervicales segun esta caracteristica histologica se muestran en la tabla {V.XXXII,
y en las figuras V.43 y V.44 se comparan los resultados obtenidos con
hibridacion in situ en relacion con los patrones de marcaje y distribucién de células
positivas, respectivamente. Estadisticamente hay diferencia significativa (p<0.04)
en la distribucién de los grupos de HPV estudiados en ambos tipos de muestras
(compatibles y no compatibles histopatold gicamente con infeccién por HPV), asi
como en los porcentajes de patrones de marcaje (p<0.04). Por el contrario, no
hay diferencia significativa cuando se consideran los patrones de distribucion de

células positivas por hibridacién in situ.
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Tabla IV.XXXI. Resultados de inmunohistoquimica e hibridacién in situ en biopsias de cérvix segiin el criterio histolégico de compatibilidad con infeccién
por HPV.
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Tabla IV.XXXIl. Resultados de la técnica de HIS-tipado para HPV en biopsias cervicales, segin
el criterio histopatol 6gico de compatibilidad con infeccién por HPV.
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Figura IV.43. Distribucion de patrones de marcaje por hibridacion in situ en biopsias
cervicales compatibles y no compatibles con infeccién por HPV.
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Figura IV.44. Relacién entre compatibilidad histolégica con infeccién por HPV y
patron de distribucién por hibridacién in situ en biopsias cervicales.

IV.6.3. COMPARACION ENTRE MUESTRAS DE ARCHIVO Y
MUESTRAS DE NUEVA OBTENCION.

Los resultados cbtenidos con inmunochistoquimica e hibridacidn in situ en
piezas de vulva y cérvix, segun que éstas procedan de un archive de anatomia
pafoldgica o sean de nueva obtencidn, se detallan en las tablas IV.XXXIIl y
IV.XXXIV. En ningin caso hay diferencia estadisticamente significativa entre los
resultados obtenidos con ambas técnicas, tanto cuando se consideran los totales
como cuando se consideran los tipos de lesidn por separado (condiloma

acuminado en vulva y condiloma acuminado, LSIL y HSIL en cérvix uterino).
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Tabla/IV.XXXIIl. Resultados de inmunohistoquimica ¢ hibridacién in siru en biopsias de vulva s¢gin que procedan de archivo o sean de nueva obtencién.

Tabla IV.XXXIV. Resultados de inmunchistoquimica e hibridacién in situ en biopsias de cérvix uterino segin que procedan de archivo o sean de nueva
obtencidn.
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IV.6.4. PROCEDENCIA GEOGRAFICA,

En las tablas IV.XXXV, IV.XXXVI y IV.XXXVII se muestran,
respectivamente, los resultados obtenidos porinmunchistoqu imica, HIS-deteccidn
e HiS-tipado para HPV en biopsias cervicales segun su procedencia geografica.
No hay diferencia significativa entre los porcentajes de positividad obtenidos con
ambas técnicas ni entre las distribuciones de los distintos grupos virales por

procedencias.

CPE MADRID*

Hos.pitat Clmlco Univers&tarlo de Salamanca _____
Centro: de 0r1enta::16n Famhar de’ Guadalajara SR LT L
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Tabla IV.XXXV. Resultados de inmunchistoquimica para HPV en biopsias cervicales segun la
procedencia de la pieza y la lesidon diagnosticada.
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Tabla IV.XXXVI. Resultados de HIS-deteccidn para HPV en biopsias cervicales segin la procedencia
de la pieza y la lesion diagnosticada,

Tabla IV.XXXV ||. Resultados de la técnica de HiS-tipado para HPV en biopsias
cervicales, segin la procedencia geogréfica de las piezas.
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IV.7. TECNICA DE DOBLE MARCAJE.

Tras la realizacion de la técnica se pueden observar en el tejido tres tipos
celulares (figs. (V.45 y IV.46):

1. Células con nucleos de color negro, positivas por inmunohistoqu imica
e hibridacién in situ. En la mayoria de estas células, el color negro
debido al oro coloidal amplificado con plata enmascara el color rojo de
la reaccién positiva por hibridacion. Las células con una positividad
débil por inmunohistoquimica presentan nucleos con un punteado
negro sobre fondo rojizo.

2. Células con nucleos rojos, negativas por inmunohistoquimica y
positivas por hibridacidn in situ.

3. Células con nucleos azul pdlido, negativas por ambas técnicas. La

coloracién es debida al colorante de contraste (hematoxilina de Harris).
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Figura IV.45. Combinaci 6n de las técnicas de inmunohistoquimica e hibridacion in situ
para HPV en una biopsia de cérvix. Las células positivas por inmunchistoqu imica
presentan los niicleos de color negro (flecha corta). Las células con nicleos de color rojo
son positivas para los tipos 31/33/51 de HPV por hibridaci6n in situ (flecha larga). (x
200).
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Figura IV.46. Detalle del doble marcaje obtenido al realizar secuencialmente las

técnicas de inmunohistoquimica e HIS-tipado para los tipos 6/11 de HPV en un condiloma
acuminado de vulva.




V. DISCUSION \
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Antes de pasar a comentar en profundidad los resultados obtenidos

conviene hacer dos consideraciones previas:

* La primera hace referencia al establecimiento de la sensibilidad y
especificidad de las técnicas utilizadas. La forma mas directa de calcularlas es la
comparacigon con una técnica de referencia. En nuestro caso esto hubiese
supuesto un grave inconveniente, ya que la técnica considerada de referencia en
el diagndstico de la infeccion por HPV es el Southern blot’™ y en un laboratorio de
anatomia patoldgica no hay infraestructura para realizarla. Ademas, la supremacia
del Southern blot como técnica de referencia empieza a cuestionarse por varios

motivos:

- El desarrollo de técnicas mas sensibles, como la PCR%.

La obtencion de resultados contradictorios en varios laboratorios con
experiencia en Southern blot utilizando las mismas muestras.”".

La existencia de muestras positivas para HPV por hibridacion in situ y
negativas por Southern blot, debido a la presencia de muy pocas células

infectadas pero con un elevado nimero de copiag?®? 714315

Por estas razones, hemos preferido estudiar la sensibilidad y especificidad

de nuestras técnicas de una manera indirecta, combinando dos estrategias:

Por un lado, el empleo de lineas celulares con un nimero conocido de
copias del genoma de HPV integradas en su propio genoma, lo que nos permite
obtener un valor aproximado de la sensibilidad en términos absolutos (numero

minimo de copias del genoma de HPV/célula para obtener un resultado positivo).

Por otro lado, la utilizacid n de muestras control con lesiones no asociadas
a HPV. Esto nos permite calcular la sensibilidad, especificidad y valores
predictivos positivo y negativo de la inmunohistoquimica e hibridacién in situ

respecto del diagnostico histopatolégico, considerando las biopsias diagnosticadas
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de condiloma acuminado como HPV positivas por histopatologra y las biopsias
con lesiones no asociadas a HPV como negativas por histopatologia. No se han
considerado las biopsias diagnosticadas de SIL compatible o no con infeccién por
HPV para realizar estos calculos porque, como se discutird mas adelante,
probablemente un porcentaje de SIL histopatolcgicamente compatible con
infeccién por HPV tienen otra etiologia distinta y vicerversa, algunos SIL
histopatold gicamente no compatibles con infeccién por HPV son producidos por

este virus.

Tampoco se han empleado muestras correspondientes a epitelio de
distintas areas genitales sin alteraciones por las implicaciones éticas que supone
tomar biopsias a mujeres sanas sin ningun hallazgo previo que haga sospechar
la presencia de una patologia (imagen colposcoépica anémala, citologia cérvico-

195118 han detectado la presencia

vaginal alterada, etc.). Ademas, diversos autores
de genomas de HPV en epitelio normal de personas asintom aticas en porcentajes
que oscilan entre el 4.5% ' y el 29%'”" de la poblacién estudiada, por lo que el

empleo de este tipo de muestras como control negativo deberia evitarse.

* La segunda consideracion hace referencia a la forma en que se han

presentado los resultados, separados siempre en piezas de vulva y cérvix uterino.

Los resultados obtenidos con inmunohistoqui'mica e hibridacion in situ estan
relacionados con el comportamiento del virus en cada lesion. Este
comportamiento puede estar influenciado por las caracteristicas histoldgicas del
tejido infectado y por los diferentes microambientes presentes en las distintas
areas del tracto genital inferior femenino. Por este motivo, hemos preferido
separar los resultados en vulva y cérvix y no desarrollar también los resultados
globales, que ademas de hacer sumamente tediosa la presentacidn de este
apartado del trabajo, podrian inducir a conclusiones erréneas. Soélo se han
considerado conjuntamente en aquellas ocasiones en las que la ausencia de
significacién al aplicar un test estadistico puede ser debida a un numero
insuficiente de casos y en las que ademas no se han observado discrepancias

en los resultados obtenidos en ambas localizaciones anatomicas.
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Una vez hechos estos dos comentarios, el resto de la discusion se
estructura siguiendo los mismos epigrafes en que se dividié el capitulo de

resultados, para hacer al final unas consideraciones globales.

V.1. CLASIFICACION DE LAS LESIONES.

El primer problema en el planteamiento del presente estudio fue la
clasificaci én de las lesiones cervicales. Tras varias consideraciones optamos por
una clasificaci én propia, basada en el sistema de Bethesda®'®'"®" (LSIL y HSIL),
pero considerando el condiloma acuminado como una entidad diagndstica
independiente de LSIL, ya que tiene unas caracteristicas histopatologicas muy
bien diferenciadas respecto dei resto de lesiones de bajo grado y es una lesion
claramente benigna que, salvo en muy raras excepciones, no evoluciona hacia

malignidad.

Dos son principaimente las razones que motivaron la eleccidn del sistema

de Bethesda como base para esta clasificacion:

- Por un lado, desde un punto de vista semantico, la denominacion "lesion
intraepitelial escamosa” define mejor el tipo de lesién gque nos ocupa que la

denominacic n "neoplasia intraepitelial”. Eltérmino "neoplasia” tiene connotaciones
de crecimientc y por consiguiente de invasién. Es verdad que estas lesiones
tienen una potencialidad de evolucién maligna, pero esto no implica que todas
ellas conduzcan a una verdadera neoplasia invasiva. De hecho, un porcentaje
elevado de lesiones persisten sin evolucionar e incluso remiten espontaneamente

sin necesidad de tratamiento®®.

Es preferible, por ello, hablar de lesién
intraepitelial originada por una alteracion en las células escamosas, bien por una

infeccidn virica, bien por otras etiologias.

- Por otro lado, el sistema de Bethesda es el que mejor se ajusta a una de
las principales finalidades de este trabajo: la orientacién pronostica sobre la

evolucién de una lesién. En las lesiones de alto grado (HSIL) se acepta



Estudio de la infeccifn genital por HPY DISCUSION 156

universalmente la aplicacion de tratamientos agresivos' (laser, cirugia),
independientemente de factores pronodsticos; pero en las lesiones de bajo grado
(LSIL) en las que el clinico puede optar entre un amplio abanico de posibilidades
terapéuticas'® (resinas de podofilino, criocoaguiacion, electrocoagulacic n,
interferén, laser, etc.) es donde esa orientacién prondstica puede influir en la
eleccion del tratamiento mas adecuado. Con el sistema de clasificacion CIN, el
problema surge con los CIN lI, tanto a nivel diagnéstico, por estar a caballo entre
el CIN Iy el CIN Il (lo gue en ocasiones se soluciona con diagnosticos mixtos:

CIN I-il, CIN lI-lll), como a nivel de decisiones terapéuticas.

En las piezas de vulva hemos mantenido la terminologia VIN, por no estar
todavia perfectamente definidos los criterios histopatoldgicos de LSIL y HSIL en
esta localizacién anatdmica. En aquellos casos en que ha sido necesario
considerar los resultados globalmente para aumentar la significacién estadistica,
se han seguido los criterios de Crum y Nuovo® y se han considerado las lesiones

diagnosticadas de VIN | como LSIL vy las diagnosticadas de VIN Il como HSIL.

Otro aspecto que conviene resaltar es la idoneidad de las muestras
utilizadas con lesiones asociadas a HPV en funcién de los objetivos que se
persiguen. En piezas de vulva, dado el escaso numero de lesiones displasicas
diagnosticadas (3 VIN | y 3 VIN I}), sblo son representativos los resultados
obtenidos en condilomas acuminados y, por tanto, no se han podido realizar
estudios con fines prondsticos. En cérvix uterino, en cambio, la distribucion de las
lesiones ha permitido realizar estudios mas amplios. Como se puede observar en
la figura V.3 el porcentaje mayoritario de piezas fue diagnosticado de SIL
(78.9%) y fueron minoritarias las piezas diagnosticadas de condiloma acuminado
(14.4%) y carcinoma (6.7%). Esta aparente desiguaidad en los porcentajes de las
diferentes lesiones tiene, sin embargo, su explicacidn légica: en las lesiones
benignas y malignas se espera obtener resultados homogéneos, con lo gue con
un nimerc menor de muestras, éstas pueden ser representativas. En los SIi, en
cambio, se espera una mayor heterogeneidad, por lo que el nimero de muestras
fiene que ser mayor para que los resultados sean representativos, sobre todo

para abordar consideraciones de tipo pronastico.
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Un pequeno inconveniente ha sido el escaso nimero de carcinomas, que
si bien ha sido suficiente para obtener resultados estadisticamente significativos
en la mayor parte de los estudios, en algunos ha sido necesario considerar los
resultados globaimente (vulva + cérvix) para conseguir esa significacion
estadistica, y en los menos ha obligado a hablar de "tendencia” en lugar de
significacién estadistica. Sin embargo, no ha sido posible obtener mas muestras
con este tipo de lesion, ya que en el periodo de estudio y en los centros que
colaboraron en la obtencién de nuevas muestras no se diagnostico ningln
carcinoma y en los archivos de anatomia patoldgica consultados no se podia
garantizar que en fechas anteriores a las revisadas las condiciones de fijacién de

las piezas fuesen las idoneas para la realizacid n de técnicas de hibridacién in situ.

Un punto importante en la clasificacic n de las lesiones es la distincion entre
biopsias histopatold gicamente compatibles y no compatibles con infeccién por
HPV. Los condilomas acuminados son, por definicidon, la consecuencia de la
infeccion productiva por HPV, por lo que todos han sido considerados
compatibles. De hecho no se ha descrito todavia ningun otro agente etioldgico

que produzca lesiones similares.

En el resto de las lesiones se debe evitar el empleo de la coilocitosis como
unico criterio histopatologico patognomd nico de infeccién por HPV, ya que otros
agentes infecciosos (tricomonas, candidas, Gardenerella vaginalis) pueden

" Por ello, los criterios de

también producirla en mayor o menor grado
compatibilidad con infeccién por HPV deben incluir ademas la observacién de
otras dos de las siguientes caracteristicas histopatolégicas: binucleacion y/o

multinucleacid n, disqueratosis, papilomatosis y contorno nuclear irregular.

En el caso de las piezas diagnosticadas de carcinoma el estudio de
compatibilidad con infeccion por HPV se ha llevado a cabo no sélo en la masa de
células neoplasicas, sino también en los fragmentos de epitelic adyacentes a la
lesion invasiva, a pesar de fo cual ninguna de ias muestras con este diagndstico
cumple los requisitos mencionados anteriormente y, en consecuencia, se han

considerado no compatibles.
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Finalmente, hay que mencionar las diferencias encontradas en la
distribucion de lesiones en muestras de archivo y de nueva obtencién (figura
IV.5): mientras que todos los carcinomas se diagnosticaron en piezas de archivo,
en las de nueva obtencién predominan los condilomas acuminados y LSIL. Esto
se puede explicar teniendo en cuenta gue los archivos de anatomia patoldgica
revisados corresponden a centros hospitalarios y las piezas de nueva obtencién
se obtuvieron en consultas de ginecologia extrahospitalarias. La mayoria de las
pacientes con lesiones asociadas a HPV que acuden a estas consultas presenta
lesiones benignas o SIL de bajo grado y son tratadas de manera ambulatoria, sin
remitirse al hospital; por el contrario, el numero de pacientes con HSIL y
carcinoma es muy bajo y habitualmente se remiten al hospital correspondiente
para efectuar tratamientos mas agresivos (laser o cirugia). De esta forma los
hospitales, al nutrirse de pacientes procedentes de multipies consulias de
ginecologra, realizan un efecto de concentracién de este tipo de lesiones, que se

refleja en sus archivos de anatomia patoldgica.

V.2. LONGITUD DE EPITELIO.

La idea de que la longitud del epitelio presente en una biopsia ginecol dgica
puede influir en la obtenciéon de un resuitado falso negativo con la técnica de
hibridacio n in situ surgié de nuestra propia experiencia con esta técnica, ya que
no hemos encontrado ninguna referencia en la literatura revisada al respecto. Asi,
mientras que en algunas biopsias el numero de células positivas es muy elevado
y su distribucién a lo largo del epitelio mas o menos uniforme o parcheada, en
otras el nimero de celulas positivas es muy reducido y se encuentran muy
separadas unas de otras en el epitelio; incluso en algunas biopsias se observa

una unica célula claramente positiva.

Para comprobar esta hipdtesis lo mejor es comparar los resultados
obtenidos con hibridacidn in situ en piezas con distinta longitud de epitelio, para

lo que previamente hace falta realizar esta medida en cada biopsia. La técnica
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elegida, el analisis de imagen, creemos gue es la mejor para efectuar las medidas
con el maximo de precision. El software utilizado {programa MIP de Microm
Espafa) presenta dos caracteristicas interesantes: por un lado permite calibrar
el sistema con un portacbjetos graduado, de manera que el resultado de las
medidas se exprese en milimetros; por otro lado permite trazar una linea
interactiva sobre una imagen y calcula automaticamente |a distancia entre los dos

extremos y el camino recorrido.

Otra caracteristica importante es que las imagenes obtenidas con lacamara
de TV acoplada al microscopio son cuadradas, por lo que en aquellas biopsias
en las que el epitelio ocupa mas de un campo se pueden captar varias imagenes
sucesivas que permitan reconstruir toda la pieza sin pérdida de ningun fragmento

entre campo y campo.

Ahora bien, ;a qué altura del epitelio es preferible realizar la medida?
Nosotros hemos considerado que la medida a nivel de la capa basal de céiulas
es la forma mas objetiva de obtener este dato para poder efectuar estudios
comparativos, ya que el resto de los estratos del epitelio se ven afectados por
alteraciones causadas por la propia infeccion virica, como acantosis y

papilomatosis.

En el caso de lesiones invasivas, en las que la capa basal de células no
esta conservada, lo mas practico es efectuar una medida aproximada por campos,
calibrando previamente el microscopio con un portaobjetos graduado. En nuestro
caso un campo de 100 aumentos (10x10) equivale a un diametro de 1.6 mm, por

lo que 6-7 campos equivalen a 10 mm de epitelio.

Para poder tabular y estudiar resultados posteriores en relacién con la
longitud de epitelio las biopsias se agruparon en clases de 1 mm de amplitud,
desde longitudes inferiores a 2 mm hasta 10 mm. Todas las biopsias cuyo epitelio
media mas de 10 mm se agruparon en una sola clase, independientemente de
su longitud, pues consideramos, segun también nuestra propia experiencia, que

1 cm de epitelio constituye una longitud suficientemente representativa para que
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el numero de falsos negativos por hibridacién in sifu en funcion de la longitud de
epitelio sea minimo. De hecho, los resultados obtenidos posteriormente confirman

esta idea.

Todas las muestras cervicales con lesiones no asociadas a HPV tenian
mas de 10 mm de epitelio, punto importante si tenemos en cuenta que iban a ser
usadas como controles.

V.3. INMUNOHISTOQUIMICA.

El equipo de reactivos utilizadc se basa en el método avidina-biotina-

enzima y su eleccidon se fundamentd en dos razones:

1. Su mayor sensibilidad frente al método clasico de peroxidasa-
antiperoxidasa, tanto en general”®®, como en el caso particular de la
deteccién de HPV en tejido de cérvix uterino, como han demostrado

Alessandri y cols.?®.

2. Su perfecta adaptacion a metodologias basadas en el "transporte

capilar de reactivos" 3"

, que tienen la ventaja de que los lavados son
muy rapidos y muy eneérgicos, con lo que se consigue un considerable
ahorro de tiempo y eliminar, practicamente en su totalidad, los

problemas de "tincidn de fondo" en las preparaciones.

La sensibilidad respecto del diagndstico histopatoldgico en condilomas
acuminados, 53.8%, es baja para considerar la inmunchistoqu imica como una
buena técnica en la que basar el diagndstico de esta infeccion. Ahora bien, dado
que la especificidad y el valor predictivo positivo son del 100%, si se puede
utilizar como técnica complementaria, teniendo siempre en cuenta que un
resultado negativo no es concluyente (66.7% de valor predictivo negativo). Por

supuesto, no podemos extrapolar estos valores al resto de lesiones, ya que la
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sensibilidad de la inmunohistoqu imica esta influenciada por el tipo de infeccidn,

productiva o no productiva, que ha originado una lesién.

El anticuerpo policlonal utilizado como primario reacciona de forma cruzada
con la proteina estructural mayoritaria de la capside de todos los tipos de HPV,
por o que, en teoria, es util para diagnosticar infecciones productivas. De hecho,

28 v Morin y cols.'* han demostrado en sendos

Ferenczy y cols.*®, Kadish y cols.
estudios una correlacid n practicamente del 100% entre positividad antigénica por
inmunohistoguimica y observaciéon de particulas viricas por microscopia

electrdnica.

Esto explica el resultado negativo obtenido en las tres lineas celulares,
procedentes de carcinomas cervicales y que contienen un nimero variable de
copias de HPV de los tipos 16 (CaSki y SiHa) y 18 (Hela) integradas en su
genoma. Estas lineas se caracterizan por expresar proteinas reguladoras
especificas de HPV**2** sobre todo las codificadas por las regiones E6 y E7,
pero en ningun caso se ha descrito que haya sintesis de proteinas estructurales
ni produccion de nuevos viriones. Es logico, por tanto, gue se obtenga un
resultado negativo por inmunchistogurmica, pues el anticuerpo no da reaccion

cruzada con proteinas viricas reguladoras.

Los resultados obtenidos en condilomas acuminados de vulva y cérvix
uterino (58.1% y 53.8%, respectivamente) estdan en consonancia con los
publicados por diversos autores, que oscilan alrededor del 50% de positividad.

Como ejemplos, Schadendorf y cols.®"®

obtuvieron una positividad del 69%,
Wilbur y cols.'™ del 55% y Bejui-Thivolet y cols.’'’ del 22.2%, aunque en este
estudio las piezas estaban fijadas con solucidn de Bouin, por lo que sus
resultados no son perfectamente comparables con los nuestros.

En Espaha, Jou y cols.®®

obtuvieron un resuitado inmunohistoqu imico
positivo en el 39.5% y 60% de condilomas acuminados de vulva y cérvix,
respectivamente, y Ochotorena®®°, en un reciente estudio realizado en la

Comunidad Autdnoma de Murcia, detectd antigenos de HPV en un 32.7% de
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condilomas acuminados cervicales.

Coincidiendo con lo publicado por la mayoria de los autores, el porcentaje
de positividad es menor en lesiones displasicas que en condilomas y es minimo
en carcinomas. En nuestro trabajo hemos obtenido el mismo resultado en LSIL
y HSIL {(11.1% y 11.5%, respectivamente). Estos porcentajes son ligeramente

118

inferiores a los publicados por Bitterman y Jenson' ™ en displasias leves (30%)

y similares en displasias moderadas (16%) y severas (3%).

La serie presentada por Ochotorena®'® es muy similar a la nuestra, ya que
detecta antigenos viricos en el 10% de biopsias diagnosticadas de CIN |y en el
17.2% de CIN Il y CIN lll, mientras que los resultados de Jou y cols.?’® son
ligeramente superiores, con un 32.3% de positividad en CIN | y un 16% en CIN
Il y CIN Ill. Sin embargo, dado que estos autores estudian solo biopsias que
cumplen los criterios de compatibilidad con infeccidn por HPV, sus resultados no

son perfectamente comparables con los nuestros.

En lesiones malignas sélo una biopsia de carcinoma epidermoide de vulva
presentd inmunorreactividad. Hay que sefialar, que la positividad se observé en
dos celulas de una region de epitelic adyacente al carcinoma con evidencia de
VIN y en ningun caso en células de la masa neoplasica. Esta peculiaridad ha sido

también descrita por Hara y cols.?®

En todos los casos positivos, independientemente de la lesién
diagnosticada, el marcaje afecté casi exclusivamente a coilocitos y células
disqueratdsicas del tercio superior del epitelio, lo que apoya la idea de que es
necesario un cierto grado de maduracién celular para que se transcriban ios

genes tardios estructurales del genoma virico.
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V.4. HIBRIDACION IN SITU.

V.4.1. TECNICA DE DETECCION.

La sensibilidad de la técnica de hibridacion in situ depende de factores
como el tipo de marcaje de las sondas (radioactivo o no radioactivo) y el numero
de pasos en que se realiza la deteccidn de ese marcaje. El equipo que hemos
utilizado contiene sondas marcadas con biotina y la deteccién se realiza en un
solo paso con un complejo estreptavidina-biotina-fosfatasa alcalina. Con la técnica
descrita en material y métodos hemos obtenido una reaccion positiva en células

Hela, que, segin Schwarz y cols.”™ y Mincheva y cols.?"

, contienen entre 10 y
50 copias integradas del genoma del HPV 18. En consecuencia, podemos afirmar
que nuestra técnica tiene, por lo menos, una sensibilidad en valores absolutos de
50 copias de HPV/célula, aunque probablemente sea menor. Esta sensibilidad es
mejor que la obtenida por Guerin-Reverchon®’, que necesita un sistema de
deteccion en tres pasos para obtener un resultado positivo en células Hela, y
coincide con la calculada por Herrington y cols.*”? (33 copias de HPV/célula) en
un estudio comparativo entre sondas marcadas con biotina y con digoxigenina,
combinadas con sistemas de deteccidon en uno y tres pasos, con fosfatasa

alcalina y con peroxidasa.

En células CaSki obtuvimos una reaccién positiva mucho mas intensa que
en células HeLa, como corresponde a un nimero de copias de HPV mucho
mayor’'' (400-600 copias de HPV 16/célula). El resultado negativo en células SiHa
indica de forma obvia que nuestra técnica no es tan sensible como para detectar

una o dos copias de HPV/cé lula®"’

, por o gue en el conjunto de casos negativos
se incluird un porcentaje de falsos negativos que contengan un numero muy bajo

de copias de HPV/célula.

Los valores de sensibilidad y especificad calculados para la HIS-deteccién
respecto al diagnéstico histopatolégico en condilomas acuminados de cérvix
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(92.3% de sensibilidad y 100% de especificidad) indican que ésta si puede ser
una técnica adecuada en la que basar el diagnéstico de infeccion por HPV,
aunque con los datos que estamos manejando en este punto de ia discusién es
todavia prematuro extrapcolar estos valores de sensibilidad y especificidad al
resto de lesiones cervicales asociadas a HPV. Estos valores, no obstante, son
muy parecidos € incluso en algunos parametros mejores, a los obtenidos por Pao

14 comparando la hibridacién in situ frente a Southern blot en material

y cols.
procedente de citologias exfoliativas: sensibilidad 93.3%, especificidad 84.2%,

valor predictivo positivo 75.7% y valor predictivo negativo 86%.

Centrandonos en los resultados obtenidos con esta técnica en los distintos
tipos de lesiones, el porcentaje de positividad obtenidc en condilomas
acuminados de vulva (80.7%) es superior al publicado por Bleiweiss y cols.’?
(50%) y practicamente igual al obtenido por Schadendorf y cols.*'® (76.9%) con
el mismo equipo de reactivos y por Wilbur y cols.'"® (83.3%) con sondas tritiadas
de ARN antisentido. Esto apoya la idea de que las técnicas que utilizan sondas
biotiniladas tienen la misma sensibilidad que las que utilizan sondas radioactivas.

%4 y Nuovo y Richart’”®, en sendos estudios

En este sentido, Unger y cols.
comparativos frente a sondas marcadas con *°S, y Neumann y cols.?® frente a
sondas marcadas con **P, concluyen que las sondas marcadas con biotina
confieren la misma sensibilidad, e incluso mejor, que las sondas radioactivas a

las técnicas de hibridacién in situ.

Con respecto a las biopsias de cérvix, en la tabia V.| se comparan nuestros
resultados con los obtenidos por otros autores que han utilizado también Ia
hibridacion in situ como técnica diagndstica; en cada caso se sefiala el tipo de

marcaje empleado y el tipo de muestra en el que realizaron el estudio.
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A la vista de esta tabla se pueden resaltar tres aspectos:

1. Nuestros resultados en condilomas y carcinomas son, en general,
superiores a los obtenidos por otros autores. Esto no es de extranar si

tenemos en cuenta que, excepto Herrington y cols.*®

, hinguno de ellos
realizd una técnica de HIS-deteccion, sino gque los porcentajes de
positividad reflejan ta suma de todas las biopsias en las que se obtuvo
un resultado positivo con alguna de las multiples sondas utilizadas por
cada investigador con técnicas de HIS-tipado (la mayoria utiliza sondas

que cubren los tipos 6, 11, 16, 18, 31 y 33 de HPV).

En carcinomas los resultados de los diversos autores oscilan
alrededor del 65%, excepto Thomson y Rose®’, que obtienen un
resultado positivo en un 53% de casos, debido probablemente a que

las sondas que utilizaron no cubren los tipos 31 y 33 de HPV.

2. EnLSIL es donde mayor heterogeneidad se observa en los resultados
obtenidos por diversos autores (29%-89%), debido guizas a la
aplicacion de criterios distintos en el diagnostico de este tipo de
lesiones. Nosotros hemos obtenido un resultado positivo en el 52.2%
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de las biopsia, similar al publicado por Pao y cols.”™ en muestras

citoldgicas (50%).

3. En HSIL los resultados publicados por la mayoria de los autores
oscilan alrededor del 75% y coinciden con los obtenidos por nosotros
(76.9%). Liama la atencidn el bajo porcentaje de positividad obtenido

por Bejui-Thivolet y cols.®”

(44.6%) en SIL, que se puede justificar
porque tampoce cubrieron los tipos 31 y 33 de HPV con sus sondas
y emplearon biopsias fijadas en Bouin, que no es el fijador ideal para
esta técnica, y por Cooper y cols.*”® en HSIL (50%) en una poblacién
de Africa del Sur, de dificil explicacién, si exceptuamos criterios de

distribucidén geografica de los distintos tipos virales.
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Respecto de otras series espanolas, nuestros resultados son ligeramente
superiores a los encontrados en la bibliografia consultada. Aznar y cols.®*
obtuvieron un 77% de casos positivos en condilomas acuminados; Riera y cols.***
un 47.6% en biopsias diagnosticadas de CIN I; Dominguez y cols.’**® un 44.7%
en CIN | y un 27% en CIN I} + CIN IlI; y Ochotorena®"® un 52.7% en condilomas
acuminados, un 12% en CIN | y un 37.2% en CIN Il + CIN lil. Sin embargo, en

ninguno de estos trabajos se utilizé una técnica de deteccion.

Podemos finalizar este apartado de la discusidn recalcando la importancia
que tiene realizar una técnica de HIS-deteccién para confirmar la etiologia por
HPV de este tipo de lesiones, o en su defecto, si se efect ua solamente técnica de
HIS-tipado, emplear un amplio abanico de sondas que cubran por lo menos los
tipos de HPV mas frecuentes en localizaciones genitales (tipos 6, 11, 16, 18, 31
y 33 de HPV).

V.4.1.1. Relacion entre la técnica de HIS-deteccion para HPV vy la longitud del

epitelio presente en las biopsias.

Una vez realizada la medida de la longitud del epiteiio presente en las
biopsias con lesiones no invasivas asociadas a HPV y tabulados los resultados
en clases de 1 mm de amplitud, se procedid a relacionar estos datos con los
resultados obtenidos mediante HIS-deteccid n. De esta forma se construyeron las
tablas IV.X y IV.X1, en las que se recoge el numero de biopsias positivas para
HPV con respecto al numero total de biopsas en cada clase. El andlisis
estadistico de estas tablas puede ser conflictivo por el reducido niumero de
muestras que hay en aigunas clases. Por ello se prefirié presentar estos datos
graficamente y agruparlos de manera que fuesen mas representativos. Asien la
figura IV se ilustra el porcentaje de biopsias HPV-positivas con una longitud

minima de epitelio.

En el caso de piezas de vulva los mejores resultados se obtuvieron en
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biopsias con mas de 10 mm de epitelio (89.5%), pero a la vista de la grafica, este
parametro no parece ser un factor importante a tener en cuenta para mejorar el
rendimiento de la técnica, pues los porcentajes de positividad obtenidos se sithan
en ia banda del 80-90%, independientemente de la longitud minima de epitelio
en las biopsias consideradas. Esta conclusion, sin embargo, no deberia
generalizarse a todas las piezas de vulva, ya que la muestra estudiada esta
compuesta en un porcentaje mayoritario (77.5%) por condilomas acuminados, por
lo que parece mas aceptable conciuvir que en condilomas acuminados de vulva
la longitud de epitelio no influye de forma significativa en el resultado obtenido
mediante HIS-deteccidn, aunque lo ideal es que la biopsia tenga mas de 10 mm
de epitelio. Esto es ldgico, ya que como se ha mencionado en varias ocasiones,
el condiloma acuminado es la manifestacion clinica de una infeccion benigna
productiva, en la que un porcentaje muy elevado de celulas esta infectado y

contienen un ailto nimero de copias del genoma de HPV.

La situacion es distinta en piezas de cérvix uterinoc. La grafica se puede
descomponer en tres tramos: un primer tramo, ascendente, en el que el
porcentaje de positividad pasa de un 66.1% en biopsias con mas de 1 mm de
epitelio a un 79.7% en biopsias con mas de 5 mm de epitelio; un segundo tramo
en el que este porcentaje se estabiliza alrededor del 80-82%, entre biopsias con
mas de 5 mm y biopsias con mas de 8 mm de epitelio; un tercer tramo en el que
la positividad vuelve a subir, aunque ligeramente, hasta alcanzar valores
alrededor del 85% en biopsias con mas de 8 mm de epitelio. En este caso, si
parece haber una influencia de la longitud de epitelio en los resultados de la HIS-
deteccion.

Para estudiar la significaci 6n estadistica, las biopsias se agruparon en tres
categorrias: longitud de epitelio inferior a 5 mm, entre 5 y 9 mm y superior a 9
mm. Los puntos de corte (5 y 9) se eligieron a tenor de lo observado en la grafica
IV.8. Las diferencias entre los porcentajes de positividad en estos tres grupos
(figura V.1 3) son estadisticamente significativas, lo que implica una dependencia
entre el resultado de la técnica de HIS-deteccién y la longitud de epitelio presente

en las biopsias. Al considerar estas tres categorias por parejas se observan
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diferencias significativas entre biopsias con menos de 5 mm de epitelio y aquellas
con 5-9 mm o mas de 9 mm. No hay diferencia significativa, sin embargo, entre
biopsias con 5-9 mm y biopsias con mas de 9 mm de epitelio. Esto nos permite
concluir, en principio, que las biopsias de cérvix uterino deberian tener una
jongitud minima de 5 mm de epitelio para reducir en lo posible el numero de
falsos negativos por tamaio inadecuado de la muestra, aunque lo ideal seria una

longitud superior a 9 mm.

Para comprobar si esta conclusion general es valida para cada tipo de

lesion cervical, se repitio el estudio por lesiones (figura VD).

En condilomas acuminados se comprueba una vez mas que la longitud de
epitelio no influye en los resultados de la HIS, pues se obtienen porcentajes de
positividad por encima del 90% cualquiera que sea la longitud minima

considerada.

En LSIL la grafica es practicamente igual a la global de cérvix, aungue con
resultados mas bajos, con un primer tramo en que el porcentaje de biopsias HPV
positivas aumenta desde el 52.2% hasta el 68.4% en biopsias con mas de 5 mm
de epitelio, un segundo tramo en el que la positividad se mantiene alrededor del
65-70% hasta biopsias con mas de 9 mm de epitelio y un tercer tramo en que
aumentan los resultados positivos hasta el 74.2% para biopsias con mas de 10

mm de epitelio.

En HSIL los resultados de positivad son mejores, pero la forma de la
grafica es muy similar: una subida inicial desde el 76.9% al 85.4%, en este caso
en biopsias con mas de 4 mm de epitelio; una estabilizacio n alrededor del 86-88%
hasta biopsias con mas de 6 mm; una nueva subida hasta valores préximos al
93% en biopsias con longitudes minimas de 7 y 8 mm y, finalmente, un 100% de

resultados positivos en biopsias con mas de 9 mm.

Al agrupar las biopsias en tres categorfas, respetando ios mismos puntos

de corte que en el estudio giobal (5 y 9), se comprueba que no hay diferencia
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estadistica significativa en condilomas acuminados, pero si la hay en LSIL y
HSIL. En consecuencia, la conclusion a que se llego al estudiar todas las biopsias
de cérvix conjuntamente puede extenderse a biopsias diagnosticadas de LSIL y
HSIL, con ligeras matizaciones: en LSIL la longitud ideal seria de 10 mm en lugar

de 9 mm y en HSIL la longitud minima puede rebajarse a 4 mm.

En la literatura consultada no hemos encontrado ningun trabajo que haga
referencia a la importancia que el tamario de una biopsia puede tener para reducir
en lo posible el numero de falsos negativos y, en consecuencia, mejorar el valor
predictivo negativo de la hibridacion in sifu, por lo que no hemos podido
contrastar nuestros resultados con los obtenidos por otros autores en este

sentido.

V.4.2. TECNICA DE TIPADO.

La técnica de HIS-tipado se ha realizado sélo en biopsias positivas por HIS-
deteccion y, a la vista de los resultados obtenidos, se puede hablar de tres tipos
de muestras:

1. Muestras negativas para las tres sondas:

La sensibilidad de la técnica de tipado es similar, en valores
absolutos (copias de HPV/célula), a la de deteccion, ya que con ambas
técnicas se obtiene un resultado positivo en las mismas lineas
celulares, CaSki y Hela, aunque con una clara diferencia de
intensidad en la reaccion positiva, debido al distinto nimero de copias

de HPV en cada una de ellas®"

(400-600 copias/célula en células
CaSki y 20-50 copias/célula en células Hela). Por ello, las muestras
positivas por HIS-deteccio n y negativas por HIS-tipado se interpretan
como infecciones por tipos de HPV no cubiertos con las sondas

utilizadas (al tabular los resultados estos tipos virales se han
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denominado "otros").

2. Muestras positivas para una sonda:

Las sondas utilizadas no son especificas de tipos aislados de
HPV, sino que estan constifuidas por cocteles de sondas especificas
de los tipos virales mas representativos de lo que clasicamente se han
denominado grupos de bajo riesgo (sonda 6/11), alto riesgo (sonda
16/18) y riesgo intermedio (sonda 31/33/51) con respecto a la
carcinogénesis. En consecuencia, las muestras que dan un resultado
positivo con una sola sonda se interpretan como infecciones por tipos
virales de un grupo de riesgo determinado, pero no se puede saber
cual es el tipo concreto que esta presente en la muestra. Asi, tanto las
células CaSki como las células HelLa fueron positivas para la misma
sonda (16/18) a pesar de que los genomas virales integrados en cada
una de ellas corresponden a tipos distintos de HPV®'' (HPV 16 en
células CaSki y HPV 18 en células Hel.a). Tampoco se puede saber si
se trata de una infeccion por un unico tipo viral o de una infeccién
multiple por dos virus del mismo grupo de riesgo o incluso si estan

presentes otros tipos virales no cubiertos con las sondas empleadas.

Desde un punto de vista semantico, estas biopsias se consideran
positivas para los tipos virales que incluye la sonda correspondiente
(biopsias positivas para los tipos 6/11 6 16/18 6 31/33/51 de HPV).

3. Muestras positivas para 2 ¢ 3 sondas:

En todas las biopsias en las que se obtuvo una reaccion positiva
para mas de una sonda, éstas se observaron en zonas distintas del
epitelio no superpuestas, lo que se interpreta como infecciones
multipies por dos o mas tipos de HPV de distintos grupos de riesgo,
como han demostrado recientemente Herrington y cols.®’. Si la

reaccion positiva de cada sonda hubiese afectado a la misma zona de



Estudio de la infeccidon genital per HPV DISCUSTON 172

epitelio, no podriamos saber si se trata de una infeccién multipie o de
una reaccion cruzada. Dado que esto no se ha observado y que
tampoco se obtuvieron reacciones cruzadas en las lineas celulares de

control, indica que la técnica utilizada tiene una especificidad elevada.

V.4.2.1. Biopsias de vulva.

En piezas de vulva llama la atencion gque practicamente en todos los
condilomas acuminados positivos por HIS-deteccion (23 de 25) se detectd la

presencia de los tipos 6/11 de HPV, coincidiendo con autores como Wilbur y
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cols.'®, Schadendorf y cols.*'® y Bleiweiss y cols.’*, que solo detectan estos tipos
virales en los condilomas que estudian. Esto apoya el caracter benigno de este
tipo de lesiones, que en muchas ocasiones regresan espontaneamente y en muy

raras ocasiones progresan hacia una malignidad.

Kasher y Roman®® citan varios carcinomas epidermoides de vulva
positivos para HPV 6 como casos muy raros en los que se detecta una
duplicacion de la region URR del genoma de este tipo viral. De los tres
carcinomas estudiados por nosotros ninguno fue positivo para HPV 6/11, pero si
lo fueron un VIN | y un VIN II.

Aunque en la literatura revisada hemos encontrado varios trabajos en los
que se describen infecciones multiples en condilomas acuminados de

vulva 119,316,331

, hingun autor cita una infeccion por tres tipos virales de tres grupos
de riesgo distintos. Nosotros encontramos una pieza positiva para las tres sondas
correspondiente a una mujer de 24 afios de edad, con multiples parejas sexuales,
que presentaba varios condilomas en vulva y region perianal. Las tres reacciones
positivas no se cbservaron, sin embargo, en sendos condilomas, sino en zonas
distintas de una misma pieza. Este condiloma podria haberse originado como
respuesta a una infeccidn inicial por un sélo tipo de HPV y posteriores infecciones

sobreanadidas por los otros dos tipos virales, o bien por la confluencia de tres
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lesiones muy proximas producidas cada una de ellas por un tipo viral distinto.

Por ultimo, merece la pena mencionar el porcentaje relativamente elevado
de positividad para los tipos 31/33/51 de HPV en comparacion con lo publicado

por otros autores119,316,323,331,338

V.4.2.2. Biopsias de cérvix uterino.

El primer punto a resaltar es la diferencia estadisticamente significativa en
la distribucion de tipos virales por iesiones (p<2x10°7), reflejado perfectamente en
la figura IV.15 y que justifica el agrupamiento de los distintos tipos de HPV en
grupos de riesgo. Asi, el porcentaje de deteccion de los tipos 6/11 de bajo riesgo
s maximo en lesiones benignas (condilomas acuminados), disminuye en lesiones
con potencialidad de evolucién maligna a medida que aumenta el grado de la
lesidn y es nulo en carcinomas epidermoides. Con los tipos 16/18 de alto riesgo
sucede lo contrario ya que no hemos obtenido ningun condiloma acuminado
positivo para estos tipos de HPV y son los mas frecuentes en HSIL. Los tipos
31/33/51 de riesgo intermedio se han detectado en todas las lesiones estudiadas

sin una gran variacion en sus respectivos porcentajes (33%-55%).

En la tabla V.il se comparan nuestros resultados con los obtenidos por
otros autores en varios paises, incluido Esparia, con sondas que cubren los tres

grupos de riesgo.

Lo mas llamativo de esta tabla es que en nuestro estudio hemos observado
en todas las lesiones un porcentaje de positividad para los tipos de riesgo
intermedio superior al publicado por la mayoria de los autores en el extranjero,
hasta el punto de que son los tipos mas frecuentes en LSl y carcinomas
epidermoides, contrariamente a lo encontrado en la literatura internacional, en la
que en estas lesiones predominan los tipos de alto riesgo. Unicamente Gitsch y

cols.’®, en Austria, obtienen unos resultados muy similares a los nuestros en CiN.
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Es posible que estas diferencias de porcentajes sean debidas a que en la
mayor parte de los trabajos revisados las sondas correspondientes al grupo de
riesgo intermedio cubren menos tipos virales o algun tipo distinto que la empieada

por nosotros. Sin embargo, nuestros resultados coinciden con los obtenidos por
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Riera y cols.”™ en Asturias y por Ochotorena®” en Murcia, por lo que ofra posible
explicacicn es una mayor incidencia de los tipos de HPV de riesgo intermedio en
Espafa, aunque con los datos que disponemos no podemos saber si predomina
uno solo de los tipos incluidos en la sonda o son los tres los que son mas

habituales en nuestro medio geografico.

Por lo que respecta a la infeccion mualtiple, practicamente en todos los
trabajos consultados se mencionan casos de infeccidn por 2 6 mas tipos de HPV,
pero los porcentajes varian mucho de unos autores a otros, ya que este
parametro esta muy influenciado por la técnica utilizada y por las caracteristicas
epidemiold gicas de la poblacion estudiada. En nuestro trabajo se detecto infeccion
multiple en el 8.2% de las biopsias HPV-positivas, valor similar al obtenido por

Bleiweiss y cols.*®® (9%).

V.5. PARAMETROS MORFOLOGICOS ASOCIADOS A LA
HIBRIDACION IN SITU.

V.5.1. PATRON DE MARCAJE.

Cooper y cols.*#

, en 1991, describieron por primera vez la existencia de
tres tipos de reaccién positiva por hibridacién in situ, a los que denominaron tipo
1 0 difuso, tipo 2 6 puntual y tipo 3 6 mixto. Estos autores asumieron en un
principio la hipotesis de que la sefial de tipo 2 podia representar la integracién del
genoma de HPV en el de la célula infectada. Esta hipétesis se basaba en tres

observaciones:
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- En células CaSki y HeLa, con mdltiples copias de HPV integradas, la

sefial que se obtiene por hibridacion in situ es de tipo puntual.

- En todos los carcinomas epidermoides HPV-positivos que ellos

estudiaron la sefial obtenida era de tipo puntual.

- En figuras mitéticas de un carcinoma epidermoide moderadamente
diferenciado cbservaron sefiales puntuales apareadas, que interpretaron

como reacciones positivas en cromatidas hermanas.

Para confirmar esta hipdtesis, los mismos autores®® determinaron el estado
fisico del genoma de HPV mediante Southern blot y analisis de restriccion en 11
biopsias cervicales: 7 CIN y 4 carcinomas epidermoides. En las biopsias en las
que obtuvieron una seiial tipo 1 por hibridacion in situ demostraron la existencia
de ADN episémico de HPV, en las que obtuvieron una senal de tipo 2
demostraron la existencia de ADN integrado de HPV y en las que obtuvieron una
sefial de tipo 3 demostraron la existencia de ADN episomico e integrado de HPV.

340

En este trabajo Cooper y cols.®™ concluyen que cada tipo de sefnal se

corresponde con un estado fisico del genoma de HPV.

Nosotros también hemos observado estos tres tipos de reacciones
positivas por hibridacid n in situ, pero con algunas diferencias respecto de Cooper
y cols. Concretamente, estos autores aplican la terminologia "sefal tipo 1, 2 6 3"
indistintamente a células individuales y tejidos. Nosotros distinguimos ambos

niveles:

A nivel celular inicamente consideramos dos tipos de marcaje: uniforme
(todo el nucleo muestra una reaccién positiva homogénea) y puntual (la reaccién
positiva se observa en forma de puntos intranucleares). Las células que
presentan un ndcleo con una reaccion positiva uniforme y 1 ¢ varios puntos mas
intensos se consideran con marcaje uniforme a diferencia de Cooper y cols. que

las consideran sepal tipc 3 ¢ mixta.
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A nivel de tejido, y segun el tipo de células positivas predominante, si
consideramos tres tipos distintos de lo que hemos denominado "patrén de

marcaje”; patrén uniforme, que equivale a la sehal tipo 1 de Cooper y cols.**:
)

patron puntual, que equivaie a la sefial tipo 2 de Cooper y cols.>®; patrén mixto,

que equivale parcialmente a la sefal tipo 3 de Cooper y cols.*®

, Ya que solo se
considera este fipo de patrén de marcaje cuando en la biopsia se observan unas
células con marcaje uniforme y otras con marcaje puntual en proporciocnes
similares. Cuando predominan céiuias en las que se combinan ambos tipos de
marcaje hemos considerado un patrén de marcaje uniforme, a diferencia de

% que lo consideran también sefal tipo 3.

Cooper y cols,

La explicacion que nosotros sugerimos para la existencia de estos tres
patrones de marcaje no coincide con la hipétesis de Cooper y cols **°. En nuestra
opinion, el tipo de marcaje esta relacionado con el nimero de copias del genoma
de HPV/céluia, independientemente de su estado fisico. Asi, el marcaje uniforme
reflejaria un nimero elevado de copias de HPV y el puntual un namero reducido
de copias que, probablemente, en muchas ocasiones coincida con genoma de
HPV episémico o integrado, respectivamente (pero no siempre, como suponen

Cooper y cols.>).

Esta hipdtesis permite explicar algunos casos que tendrian dificil explicacion
con la propuesta por Cooper y cols.**® Concretamente, en algunas piezas se
ochserva un marcaje puntual muy debil en células basales y parabasales, un
marcaje uniforme de poca intensidad en células del tercio medio del epitelio y un
marcaje uniforme muy intenso en células superficiaies. Segun la hipdtesis de

Cooper y cols,**°

esto reflejarfa integracicé n del genoma viral en las células basales
y parabasales y mantenimiento de la forma episdémica en células de los tercios
superior y medio del epitelio. Sin embargo, parece mas légico suponer que, de
acuerdo con la bioclogria viral, el nimero de copias del genoma de HPV en células
basales (la infeccién se inicia en estas células) y parabasales (a este nivel se
transcriben los genes reguladores de HPV y se inicia la replicacién de su ADN)
es bajo y aumenta progresivamente a medida que se produce la maduracion

celular, siendo maximo en las células de capas superficiales, en las que se
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efectia el ensamblaje de los nuevos viriones. En nuestro estudio, todas las
biopsias en las que se cbservo esta gradacion se contabilizaron como patrén de
marcaje uniforme, puesto que el nimerco de células con este tipo de marcaje era,

giobalmente, muy superior al de células con marcaje puntual.

Un caso distinto es el de biopsias con patrén de marcaje mixto en las que
en las mismas capas celulares del tercio superior del epitelio se observan unas
células con marcaje uniforme y otras con marcaje puntual. Segun nuestra
hipotesis, el comportamiento del virus en esas lesiones variaria de unas células
a otras: mientras que en unas, probablemente, se llevaria a cabo el ciclo viral
completo (marcaje uniforme), en otras este ciclo viral se habria interrumpido,
posiblemente por integracién del genoma virico en el de la célula infectada, por
lo que el numero de copias de HPV se mantendria bajo (marcaje puntual). En

este caso nuestra hipétesis coincidiria con la de Cooper y cols.*?°

En las células con ambos tipos de marcaje simultaneo, segun Cooper y

COIS 329,330,340

coexisten ambos estados fisicos del genoma de HPV. En nuestra
opinidn esto no tiene por qué ser necesariamente asi. De hecho, con microscopra
electrénica se observan, en células infectadas por HPV, acumulos de particulas
viricas intranucleares formando pseudocristales, ademas de particulas viricas
aisladas. En estas células, en las que se esta produciendo el ensamblaje de
nuevos virus, es muy probable que haya un gran nimero de copias episdmicas
del genoma de HPV, lo que determinaria un marcaje uniforme por hibridacion in
situ, a la vez que esos acumulos de particulas viricas podrian originar sefiales
puntuales de gran intensidad. Dado que, en cualquier caso, el niumero de copias
de HPV probablemente es elevado, nosotros consideramos estas células con

marcaje uniforme, como ya se ha mencionado antes.

Lo gue si parece claro es que los tres patrones de marcaje refiejan
distintas situaciones de la infeccidon por HPV y no son consecuencia de factores
ajenos a la biologia viral, como son variaciones en la manipulacién vy
procesamiento de las muestras o en la realizacidn de la técnica. En este sentido,

en la literatura revisada Gnicamente hemos encontrado dos grupos que hagan
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referencia a tipos de marcaje, y ambos emplean técnicas de hibridacion in situ
diferentes entre si y distintas de la empleada por nosotros: Cooper y cols,*2%3%034¢
ya citados, que usan sondas marcadas con digoxigenina y deteccion del marcaje
en tres pasos y, muy recientemente, Polldnen y cols.®' que asumen la
terminologra de Cooper y que emplean un equipo comercial basado en sondas

biotiniladas distinto del nuestro.

En definitiva, creemos que la observacion del patron de marcaje aporta una
valiosa informacién en el estudio de la infeccién por HPV, bien respecto al nimero
de copias de HPV/célula, bien respecto al estado fisico de éstas (y,
probablemente, respecto de ambas en muchas ocasiones). Cooper y cols.>*°
apuntan que las lesiones con sefial puntual pueden evolucionar peor, pero no han
realizado ningun estudio estadistico al respecto, ni han relacionado tipos virales
con tipos de marcaje. Nosotros pensamos que lesiones de igual grado, con
patrones de marcaje diferente pueden evolucionar de distinta forma, razén por la

que hemos efectuado un estudio con fines prondsticos.

V.5.1.1. Biopsias de vulva.

Los resultados obtenidos en vulva apuntan hacia una distribucdn asimeétrica
de los patrones de marcaje en las distintas lesiones. Mientras que en la mayoria
de los condilomas acuminados (20 de 22) se observé un patrdon uniforme, en los

tres carcinomas epidermoides se observé un patrén puntual.

Por lo que respecta a la relacion de los patrones de marcaje con los tipos
virales detectados, todas las biopsias en fas que se observd un patrén puntual
fueron positivas para los tipos 31/33/51 de HPV o para tipos no cubiertos con ias
sondas utilizadas. En contraposicion, en todos los casos, excepto uno, en que se

demostré la existencia de los tipos 6/11 de HPV el patron observado fue uniforme.
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V.5.1.2. Biopsias de cérvix uterino.

Al estudiar la distribucion de patrones de marcaje en los distintos tipos de
lesion (fig. IV.20) se observa una clara tendencia hacia un mayor porcentaje del
patron puntual a medida que aumenta el grado de la lesién, siendo minimo en
condilomas acuminados y maximo en carcinomas epidermoides. Sin embargo,
estadisticamente no hay una diferencia significativa, posiblemente por el pequero

numero de carcinomas estudiado.

En donde si se demuestra una diferencia estadisticamente significativa es
en la relacion entre patrén de marcaje y tipo viral (fig. IV.21), con una clara
asociacion entre los tipos de bajo riesgo y el patron uniforme por un lado, y los
tipos de riesgo intermedio y alto (sobre todo los primeros) y el patrén puntual. Hay
que destacar, en este sentido, que no hemos encontrado ninguna biopsia positiva
para los tipos 6/11 de HPV con un patrén puntual.

Todo esto nos induce a pensar que las lesiones en las que se detecta un
marcaje puntual por hibridacid n in situ pueden tener peor pronéstico que aquellas
lesiones de igual grado y producidas por el mismo tipo viral pero que presentan
un marcaje uniforme. Una posible justificacidn de esta idea se basaria en la
hipotesis formulada antes de que el patrén puntual refleja un bajo nimero de
copias de HPV/celula, con lo que ello implica de no realizacion del ciclo viral
completo y posible integracion en el genoma de la célula infectada. Esta teoria se
apoyariatambién en la relacion observada entre patrones de marcaje y resultados
de la técnica de inmunohistoqui'mica (tabla {V.XVIl}, puesto que practicamente
todas las biopsias con patrén puntual (47 de 49) fueron negativas por

inmunohistoqui'mica y, por lo tanto, corresponden a infecciones no productivas.

Hay un resultado que merece una mayor explicacion para validar esta
teoria: la observacion de 7 condilomas acuminados con marcaje puntual (30.4%
del total de condilomas). Los condilomas acuminados son lesiones benignas que

muy raramente evolucionan hacia lesiones de mas alto grado y malignidades vy,
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por supuesto, el porcentaje de progresién es muy inferior al 30%. Segun la
hipétesis de Cooper y cols.**° el genoma viral se encontraria de forma integrada
en estas biopsias y, sin embargo, no progresarian. Esto invalidaria el patrén de

marcaje como factor prondéstico.

Seguin nuestra hipétesis es posible otra explicacidn. Todos los condilomas
con patrén puntual fueron positivos para los tipos 31/33/51 de HPV. Estos tipos

de riesgo intermedio se caracterizan, seg(n Lorincz y cols.””

, porque las lesiones
que producen evolucionan muy lentamente. Este hecho puede ser el refigjo de
una tasa de replicacién muy baja, que determinaria un nimero bajo de copias de
su genoma, incluso en infecciones productivas. De hecho, uno de esos 7
condilomas acuminados fue positivo por inmunohistoquimica. Es posible, por
tanto, que para estos tipos virales el patrén de marcaje tenga diferente
significaci on en lesiones benignas y lesiones premalignas y malignas. De todas
formas, si tenemos en cuenta que los tipos 31/33/51 son los mas frecuentes en
carcinomas epidermoides en nuestra casuistica, seguimos manteniendo que el
patréon de marcaje puede ser un buen factor prondstico sobre la evolucién de una

lesion.

V.5.1.3. Resultados globales.

Dado que tanto en vulva como en cérvix uterino se ha observado la misma
tendencia, se han considerado los resultados conjuntos para intentar obtener
mayor informacion. Una vez comprobado que hay diferencia estadistica
significativa en la distribucién de los tres patrones de marcaje en cada tipo de
lesion (p<0.003), los datos se agruparon para poder estudiar tablas de
contingencia de 2x2, considerando las lesiones por parejas (tablas V. XVill y
IV.XIX).

En primer lugar se estudic la relacidn entre el patron de marcaje puntual y

el grado histoldgico de la lesion. Se utilizd la razon de ventaja como medida de la
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asociacion entre ambos parametros. Los valores obtenidos demuestran una
elevada asociacion entre el patrén puntual y el carcinoma epidermoide, lo que
sugiere que este parametro puede ser considerado como un factor de riesgo en
la evolucién de una lesion hacia una malignidad, en el sentido de que una biopsia
diagnosticada de SIL en la que se observe un patrén de marcaje puntual por
hibridacidn in situ tiene una probabilidad mayor de evolucionar a carcinoma
epidermoide que otra lesion de igual grado histolégico en ia que se observe un
patron de marcaje uniforme o mixto. Una medida indirecta de esta probabilidad
es el riesgo relativo, que en este caso es suficientemente elevado (3.82) como

para considerar el patron de marcaje como un factor prondstico.

En segundo lugar, se repitic este estudio considerando conjuntamente los
patrones puntual y mixto, ya que en las biopsias en las que se detecta este ltimo
hay una poblacion celuiar importante que contiene, presumiblemente, un namero
bajo de copias de HPV y, por lo tanto, pueden evolucionar de forma similar a una
lesion con patrén puntual. En efecto, se demuestra una fuerte asociacidon entre
ambos patrones y el carcinoma epidermoide (razén de ventaja de riesgo 10.69
cuando se comparan carcinomas y SlL) y el riesgo relativo de evolucion de SIL

a carcinoma es también mucho mayor (8.52).

En nuestra opinidn, las SIL HPV-positivas por hibridacidn in situ con un
patron de marcaje puntual o mixto tienen, por tanto, peor pronéstico que aquéllas
en las que se observa un patron uniforme o, dicho de otra manera, tienen mayor

riesgo o probabilidad de evolucionar a carcinoma epidermoide.

V.5.2. PATRON DE DISTRIBUCION DE LAS CELULAS POSITIVAS.

En 1988 Wilbur y cols."”® mencionan que el nimero y distribuci 6n de células
positivas por hibridacion in situ varia mucho de unas lesiones a otras, desde una
sola célula positiva hasta practicamente el 100% de las células, aunque la mayor

parte de las biopsias mostraban varios grupos de 10-20 células positivas.
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Nosotros también hemos observado esta caracteristica morfoldgica de la
hibridacion in situ, a la que hemos llamado "patréon de distribucion" y hemos
considerado dos patrones diferentes: multifocal y aislado. La explicacion de los
mismos con respecto a la biologia viral no esta muy clara. Wilbur y cols.'®
consideran que es el reflejo de una microheterogeneidad de expresion de HPV,

pero no explican ia causa de la misma.

Parece clarc que, a diferencia del patron de marcaje, no existe una relacion
directa entre nimero de copias de HPV/célula y patrén de distribucién, ya que, por
un lado, hemos observado dos carcinomas con un patron de distribucion
multifocal en los que todas las células positivas presentaban un dnico punto
intranuclear (patrén de marcaje puntual), por lo que se presupone un numero muy
bajo de copias/célula; por otro lado, en varias biopsias con diversos diagnosticos

se combinan un patrén de distribucid n aislado con un patrén de marcaje uniforme.

Si parece existir cierta relacion entre patrén de distribucién aislado e
infeccidn no productiva, puesto que la mayor parte de las biopsias con este patrén
(68 de 73) fueron negativas por inmunohistoquimica. Sin embargo, la relacién
contraria entre patrén multifocal e infeccion productiva no se observa, ya que el
porcentaje de biopsias con este patron positivas y negativas por

inmunohistoqui'mica es similar (55.3% y 44.7%, respectivamente).

Una posible explicacion se basa en el propioc mecanismo de infeccién.
Actualmente se asume que la infeccién por HPV se inicia en las células de la
capa basal y que el virus alcanzaria esta capa a través de alteraciones o
microlesiones del epitelio®™. Estas células son permisivas pero en ellas no se
puede llevar a cabo la sintesis de nuevos viriones, pues para ello se necesita un
microambiente celular que uUnicamente se da en células epiteliales maduras
(queratinocitos). Una vez que el ADN virico alcanza el ndcleo de la célula
infectada, comienza la sintesis de proteinas reguladoras y la replicacidn virica, de
forma que todas las células epiteliales que se deriven de ella estaran infectadas.
Si se producen infecciones simultdneas de varias células basales préximas, a

partir de ellas se originaran grupos o clones de células infectadas, que puede
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traducirse en un patron de distribucién multifocal o parcheado al realizar una
técnica de hibridacion in situ. Puede ocurrir también que una célula basal infectada
entre en mitosis antes de que comience la replicacion del ADN viral, de manera
que el material genético virico se incorpore exciusivamente en una célula que
haya perdido la capacidad de dividirse. Esto daria lugar a un patrén de
distribucién aisiado. Otra posibilidad es gue la infeccién inicial afecte también a
células parabasales inmaduras, todavia permisivas, pero sin capacidad de

division, lo que igualmente daria lugar a un patrén de distribucidn aislado.

Es muy posible que el patrén de distribucién no tenga una unica explicacion
sino que sea el reflejo de un cumulo de factores. Es probable que la respuesta
inmune local juegue un papel muy importante. En algunas biopsias se observan
infiltrados linfocitarios locales que en muchas ocasiones coinciden con zonas
negativas por hibridacién in situ o positivas con un patrén aislado, hecho que

también han descrito Ochotorena®”® y Toki y Yajima®?.

V.5.2.1.Biopsias de vulva.

Al igual que ocurria con el patrén de marcaje, los resultados obtenidos en
vulva apuntan hacia una distribuci 6n asimétrica de este parametro, puesto que en
condilomas acuminados predomina el patrén multifocal, mientras que en todos los

carcinomas se observé un patrén aislado.

V.5.2.2. Biopsias de cérvix uterino.

Los resultados obtenidos en piezas de cérvix confirman la tendencia
observada en vulva. Mientras que en condilomas acuminados predomina el patrén
multifocal, en SIL y carcinomas predomina el patron aislado. Esta dualidad, que
se observa claramente en la figura 1V.29 se traduce en una diferencia

estadisticamente significativa entre condiloma y SIL. Por el contrario, no hay
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diferencia significativa entre SIL y carcinomas.

Al estudiar conjuntamente los resultados de vulva y cérvix se obtiene una
diferencia significativa (p<0.005) cuando se consideran los resultados
globalmente, o que indica que hay una relacién entre el patrén de distribucion y
el tipo de lesion. Sin embargo, este dato Gnicamente refleja la dualidad ya
sefialada, puesto que cuando se estudian las lesiones por parejas hay diferencia
significativa entre condilomas y SIL (p<0.003) pero no la hay entre SIL y

carcinomas.

Para que un parametro se pueda considerar un buen factor prondstico tiene
que cumplir dos requisitos: su distribucion en las distintas lesiones debe reflejar,
globalmente, una diferencia significativa estadisticamente y ello se debe traducir
en diferencias igualmente significativas cuando se consideran las lesiones por
parejas. Esto permite cuantificar de alguna manera el riesgo de que una lesion

intraepitelial evolucione hacia carcinoma.

En el caso del patrén de distribucion se cumple sélo uno de los dos
requisitos, por lo que no parece ser un buen factor pronéstico, al menos cuando

se considera de forma aislada.

Cuando se estudia la relacién entre patrén de distribucié n y los tipos virales
detectados se observa una dualidad similar: hay una clara asociacién entre el
patron multifocal y los tipos de bajo riesgo y entre el patron aislado y los tipos de
riesgo intermedic y alto, que estadisticamente se traduce en diferencias
significativas entre los tipos 6/11 y 16/18 6 31/33/51 de HPV. No hay, en cambio,
diferencias entre los tipos 16/18 y 31/33/51.
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V.5.3. POSICION RELATIVA DE LAS CELULAS POSITIVAS EN EL
GROSOR DEL EPITELIO.

Al describir los resultados obtenidos con hibridacién in situ numerosos
autores senalan que la reaccion positiva puede afectar a células de todas las
capas del epitelio, aungue lo mas frecuente es que afecte sélo a células del tercio

superior.

Nosotros también hemos observado este fendmenc y hemos agrupado las
muestras en tres categorias segun el tercio de epitelio (superior, medio o inferior)
en el que se encontraron células positivas mas préximas a la capa basal. Como
en el caso del patron de marcaje, es posible que esta caracteristica morfoldgica
de la hibridacion in situ esté relacionada con el nimero de copias de HPV/célula,
qgue se espera sea bajo en las células del tercio inferior del epitelio y elevado en
las del tercio superior. En la literatura revisada no hemos encontrado ningun

trabajo en el gue se relacione este parametro con la evolucion de las lesiones.

V.5.3.1. Biopsias de vulva.

Los resultados cbtenidos en vulva muestran una clara asociacion entre la
presencia de células positivas en el tercio medio del epitelio y condilomas

acuminades, por un lado, y los tipos 6/11 de HPV, por otro lado.

V.5.3.2. Biopsias de cérvix uterino.

En la mayor parte de las biopsias HPV-positivas se observaron células
marcadas en los tercios superior y medio del epitelio, independientemente de la
lesiéon diagnosticada y del tipo viral detectado. Esto se fraduce en que las
diferencias encontradas entre las lesiones consideradas ¢ entre los tres grupos

virales de riesgo no son estadisticamente significativas. En consecuencia, no se
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puede considerar esta caracteristica como factor pronéstico.

V.5.4. RELACION ENTRE EL PATRON DE MARCAJE Y EL
PATRON DE DISTRIBUCION.

Como hemos comentado anteriormente, el patrén de distribuci 6n no puede
ser utilizado de forma aislada como factor prondstico, pues aungue hay una gran
diferencia entre los resultados obtenidos en lesiones benignas y SIL, la diferencia
entre SiL y carcinomas no es significativa. Sin embargo, ante la posibilidad ya
planteada de que este parametro esté relacionado con el mecanismo de infeccién
o la respuesta inmune local, hemos estudiado conjuntamente el patréon de
marcaje y el patrén de distribucid n para ver si de esta manera se consigue mayor

significacion estadistica.

En efecto, tras agrupar los datos de vulva y cérvix en tablas de
contingencia de 2x2 se observa una asociacion entre la combinacién patrén de
marcaje puntual/patrén de distribuci én aislado y el carcinoma epidermoide (razon
de ventaja 4.11 cuando se la compara con SIL). Esto se traduce en un riesgo
relativo de evolucidn de SIL. a carcinoma de 3.35 para aquellas piezas en las que

se observen ambos patrones.

En consecuencia, el patron de marcaje, tanto de forma aislada, como
asociado con el patrén de distribucion es un buen indicador del riesgo de

evolucion de una lesion.

Por lo gue respecta a la relacidn de estos dos patrones con los tipos virales
hay que destacar por un lado la asociacio n de la combinacid n uniforme/multifocal
con los tipos 6/11 de HPV y por otro lado la asociacion de la combinacion
puntual/aislado con los tipos 16/18 y 31/33/51 de HPV.

Una vez mas, hay diferencia significativa entre los tipos de bajo riesgo y
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riesgo intermedio o alto, pero no la hay entre los tipos 16/18 y 31/33/51 de HPV.

V.6. ESTUDIOS COMPARATIVOS.

Una parte importante del presente trabajo consiste en la realizacién de
estudios comparativos, tanto entre las técnicas utilizadas como entre muestras
con distintas caracteristicas histopatoldgicas o distintas procedencias. Para ello
se han considerado sélo las biopsias con mas de 5§ mm de epitelio, a fin de que

las conclusiones obtenidas tengan la mayor validez posible.

V.6.1. COMPARACION ENTRE INMUNOHISTOQUIMICA E
HIBRIDACION N SITU.

Antes de comparar ambas técnicas conviene analizar brevemente los
resultados obtenidos con cada una de ellas por separado, ya que estamos
manejando datos correspondientes a la situacion ideal (longitud de epitelio

superior a 5 mm).

Con respecto a la inmunchistoquimica se observa un aumento de la
sensibilidad en condilomas acuminados, que pasa del 58.1% en vulva y 53.8%
en ceérvix uterino cuando se consideran todas las biopsias al 62.1% y 60.9%,
respectivamente, al considerar sélo biopsias con mas de 5 mm de epitelio. Esta
sensibilidad estd muy préxima a la obtenida por Schadendorf y cols.®'® (69%) y

318

es igual a la obtenida por Jou y cols.”” en Esparia (60%) en condilomas

acuminados de cérvix.

Por lo que respecta a la hibridacién in situ, en cérvix uterino se observa un
sensible aumento en el porcentaje de positividad en LSIL, que pasa del 52.2%
en el total de biopsias al 68.4% en piezas con mas de 5 mm de epitelio, y HSIL,

que pasa del 76.9% al 86.8%. Estos resultados son comparables a los obtenidos
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por otros autores con técnicas en teoria mas sensibles. Asi, Lorincz y cols.?®, con
Southern blot, obtienen unos resultados practicamente iguales a los nuestros en
CIN 1 (70.8%) y CIN |l + CIN 11l (88.2%) y ligeramente inferiores en carcinomas
escamosos (82.1%). Riou y cols.*?, con Southern blot y PCR, obtienen un 83.1%
de carcinomas escamosos positivos, porcentaje que asciende al 87.7% cuando
consideran solo muestras procedentes de Argel, pero gue en cualquier caso es
inferior a nuestro resultado. Iwasaka y cols.**, también con una combinacién de
Southern blot y PCR, obtienen un 94.7% de positividad en carcinomas cervicales,

ligeramente superior a nuestro 91.7%.

Esto constituye una prueba mas a favor de la importancia que tiene el
tamario de una biopsia, y mas concretamente la longitud de epitelio presente en
la misma, para que los resultados de {a hibridacion in situ sean lo mas fiables

posible y comparables con la técnica de referencia.

Al discutir los resultados de la hibridacidn in situ en el total de biopsias se
comento que la sensibilidad calculada para la técnica en condilomas acuminados
de cérvix {92.3%) todavia no podia extrapolarse a otras lesiones. Pues bien,
ahora si estamos en condiciones de poder hacerlo. Al aplicar un test estadistico
a ios resultados obtenidos en las distintas iesiones se obtiene que existe una
diferencia significativa (p<0.02). Si nos fijamos en la figura IV.41 se aprecia que
esta diferencia se debe al peor resultado obtenido en LSIL (68.4%) en
comparacio n con €l resto de lesiones. De hecho, si repetimos el test estadistico
considerando conjuntamente LSIL y HSIL o sin considerar las LSIL, las
diferencias en los porcentajes de positividad en cada lesion no son significativas.
Esto nos permite suponer que la sensibilidad de la hibridacion in sifu en HSIL y
carcinomas es muy parecida a la calculada en condilomas acuminados (95.6%

en biopsias con mas de 5 mm de epitelio) y la podemos situar alrededor del 90%.

Ahora bien, ¢;por qué los resultados de la hibridacién in situ en LSIL no
estan en concordancia con los del resto de lesiones? No es probable que este
resultado sea debido al azar, ya que la diferencia con las otras lesiones es

significativa estadisticamente. Ademas, este fenémeno también ha sido observado
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por otros autores, aunque ninguno de ellos lo explica: Faulkner-dones y cols.®?®

obtienen un 33.3% de positividad en CIN | y un 76.9% en CIN Il + CIN IiI; Pao
y cols.*™¥, 50% en CIN |y 76.9% en CIN il + CIN II}; Meyer y cols.**?, 28% en CIN
| y 69% en CIN Il + CIN Iil; y Ochotorena®®, 12% en CIN |y 37.2% en CIN |l +
CIN 1il.

Una posible explicacion es que parte de las lesiones diagnosticadas de
LSIL pueden representar lesiones de grado superior (HSIL) en periodo de

regresion. Nasiell y cols.*"

, en un estudio de seguimiento a largo plazo de 894
pacientes con displasia moderada, observaron regresion en el 54% de los casos.
La regresion de una lesion depende en gran medida de una buena respuesta
inmune, en este caso a nivel local, que muy probablemente negativizaria la
deteccion de HPV por hibridacion in situ. Esta teoria se ve apoyada
indirectamente por los resultados de varios autores: Toki y Yajima**? encontraron
en lesiones cervicales una asociacion estadisticamente significativa entre
ausencia de inmunorreactividad y la presencia de un intenso infiltrado inflamatorio
y Ochotorena®® encontré una asociacion significativa entre la presencia de
infiltrado inflamatorio intenso y CIN |, lesiones en las que obtuvo el porcentaje
mas bajo de positividad por hibridacicn in situ (12%). Nosotros también hemos
observado un infiltrado linfocitario en algunas LSIL HPV-negativas, pero no en
todas.

Otra explicacion es que parte de las lesiones diagnosticadas de LSIL no
son producidas por HPV, pero este punto lo trataremos un poco mas adelante al
comentar |os resultados obtenidos en biopsias compatibles y no compatibles con

infeccién por HPV.

Al comparar ambas técnicas se observa gue el namerc de muestras
positivas por inmunohistoquimica es siempre menor gue por hibridacion in situ,
tanto en vulva como en cérvix (diferencias estadisticamente significativas). El
valor mas elevado de sensibilidad de la inmunohistoqui'mica frente a la hibridacién
in situ se obtiene en condilomas acuminados de vulva (72%). En cérvix, el valor

mas elevado se obtiene también en condilomas acuminados (63.6%) y disminuye
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de manera importante en LSIL (25.6%) y HSIL (12.1%), siendo nulo en

carcinomas.

Esta gran diferencia de sensibilidad entre ambas técnicas. sobre todo en
lesiones de alto grado, junto con la mayor informacién aportada por la hibridacién
in situ en cuanto al tipo de virus presente en una lesion, ha determinado que en
muchos laboratorios de anatomia patolégica se abandone la técnica de
inmunohistoqurmica en el diagndstico de esta infeccion. Es evidente que el
diagndstico, como tal, no puede hacerse con esta técnica, pero nosotros
consideramos que deberia utilizarse como técnica complementaria, ya que aporta
una informacio n muy util que no puede obtenerse mediante hibridacién in situ: la
naturaleza productiva o no productiva de una infeccion por HPV. Este dato puede
constituir otro importante factor prondstico, pues, como se comprueba en la tabla
IV.XXIX, las diferencias en los resultados obtenidos por lesiones son
estadisticamente significativas y al estudiarlas por parejas se obtiene una fuerte
asociacion entre resultado positivo por inmunohistoqu imica y lesiones benignas
y viceversa, resultado negativo por inmunohistoquimica y lesiones con
potencialidad de evolucion maligna (razén de ventaja de riesgo 7.25). El hecho
de gue no se obtenga una diferencia significativa entre SIL y carcinomas es
debido probablemente al bajo numero de carcinomas estudiado y ello nos impide
dar una medida estadistica del riesgo o probabilidad de que una SIL IHQ-negativa
evolucione hacia carcinoma. Sin embargo, dada la tendencia tan clara observada
en el sentido de disminucién de inmunorreactividad con el grado histolégico de la
lesidn, creemos que el resutado inmunohistoquimico debe ser considerado un

importante factor prondstico.

Al comparar la inmunchistoqui'mica con HIS-tipado se observan diferencias
estadisticamente significativas (p<10®) en la sensibilidad de Ila
inmunohistoqui'mica respecto de los distintos tipo virales. Hay una clara
asociacion entre tipos 6/11 de HPV y resultado positivo por inmunchistoquimica
y entre tipos 16/18 y 31/33/51 de HPV y resultado negativo. Esta es una prueba
mas de que los tipos de riesgo intermedio y alto producen con mayor frecuencia

infecciones no productivas. De nuevo no hay diferencias significativas entre los
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tipos 16/18 y 31/33/51.

Es posible que una parte de las lesiones IHQ-negativas, sobre todo los
condilomas acuminados, represente lesiones en regresidon a consecuencia de una

respuesta inmune adecuada.

Esta claro que una paciente con una lesion HPV-positiva por hibridacion in
situ debe considerarse potencialmente infectante, pero si la técnica de
inmunchistoquimica es también positiva debe considerarse como altamente
infectante y tomar las medias oportunas para evitar el contagio de sus parejas

sexuales.

V.6.2. COMPARACION ENTRE BIOPSIAS COMPATIBLES Y NO
COMPATIBLES HISTOPATOLOGICAMENTE CON INFECCION
POR HPYV.

A la vista de los datos de las tablas V. XXX y IV.XXXI lo primero que hay
que sefialar es que los criterios histopatold gicos de compatibilidad con infeccién
por HPV son muy poco especificos, puesto que en vulva todas las lesiones no
compatibles con infeccidn por HPV son positivas por hibridacion in situ y en cérvix
no hay diferencia significativa estadisticamente entre los resultados de esta

técnica en ambos tipos de lesion.

Si analizamos un poco mas detenidamente ambas tablas comprobamos
que tan sélo un carcinoma de vuiva fue positivo por inmunchistoqui'mica (y como
ya se ha mencionado en una localizacién ajena al tejido neoplasico); el resto de
lesiones no compatibles con infeccion por HPV en ambas localizaciones
anatomicas fue IHQ-negativo. Esto parece indicar que los criterios de
compatibilidad con infeccion por HPV son el reflejo de aiteraciones celulares,
relacionadas con la interaccidon virus-célula, caracteristicas de infecciones

productivas. Ahora bien, si esto es cierto ;cémo se explica el reducido numero
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de LSIL y HSIL compatibles con infeccicn por HPV vy positivas por
inmunohistoquimica? Segin Monsonégo'®, el proceso de carcinogénesis inducida
por HPV puede seguir dos vias diferentes: una via rapida, muy rara, en la que la
integracion del genoma de HPV se produciria al poco tiempo de la infeccion y
daria lugar al desarrolio rapido de carcinomas epidermoides, sin pasar
practicamente por estadios preneopldsicos (SIL); y otra via lenta, la mas habitual,
en la que la integracién del genoma de HPV se produciria de una manera
progresiva debido a la accién de ciertos cofactores (tabaco, carencia de beta-
caroteno, inmunodepresid n, etc.) y en la que la aparicion de un carcinoma biene
precedida de SIL de bajo y alto grado. Esta via lenta puede desarrollarse a partir

de infecciones productivas.

Segtin estateoria, las lesiones intraepiteliales compatibles con infeccion por
HPV e IHQ-positivas serian la consecuencia de infecciones productivas benignas;
las SIL compatibles con infeccidn por HPV e IHQ-negativas representarian, bien
lesiones en regresidn por una buena respuesta inmune, bien lesiones productivas
en las que se ha iniciado el proceso de integracion y han perdido ya la
inmunorreactividad, bien lesiones no productivas en las que a consecuencia de
la lentitud del proceso de integracion, el ciclo viral se ha desarroliado lo suficiente
como para que se produzcan las alteraciones celulares tipicas de compatibilidad
con infeccion. Las SIL no compatibles con infeccion por HPV representarian

mayoritariamente integracion del genoma de HPV.

Nuestros resultados apoyan esta hipétesis, ya que en lesiones no
compatibles con infeccién Gnicamente se han detectado virus de riesgo intermedio
y alto y ademas se observa una clara asociacion de estas lesiones con el patrén
de marcaje puntual por hibridacio n in situ (diferencia estadisticamente significativa
con lesiones compatibles con infeccion, p<0.04). En este punto conviene sefalar
que la proporcion en que se han detectado los tipos 31/33/51 de HPV en lesiones
no compatibles es el doble de la de los tipos 16/18. Esto puede ser consecuencia
de la baja tasa de replicacion de los tipos de riesgo intermedio, ya mencionada
con anterioridad, que daria lugar a lesiones histopatolégicamente no compatibles,

incluso sin integracion del genoma virico.
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Por todo ello, creemos que la hibridacidn in situ se debe realizar en todas
las biopsias diagnosticadas de SIL, independientemente de que sean compatibles
o no con infeccion por HPV y sugerimos que las SIL no compatibles con infeccién

e HIS-positivas tendrian peor prondstico que aquellas compatibles con infeccién.

Otro aspecto interesante de la tabla IV.XXXI es que aunque consideremos
solo las lesiones compatibles con infeccion por HPV, el porcentaje de positividad
por hibridacidn in situ en LSIL es sensiblemente inferior al del resto de lesiones,
lo que parece indicar que un porcentaje de LSIL histopatold gicamente compatible
con infeccion por HPV tiene una etiologia distinta. Esto es hasta cierto punto
iégico, ya que la categoria LSIL engloba lesiones en las que la atipia citoldgica
(anisonucleosis, hipercromatismo) no es muy grande y se observa
exclusivamente en e! tercio superior del epitelio. Estas alteraciones son
producidas no sélo por HPV, sino también por multiples agentes etiologicos y de
ahi que se separen las lesiones compatibles de las que no lo son. Por otra parte,
las caracteristicas hitopatologicas de compatibilidad con infeccion por HPV'®17®
(coilocitosis, binucleacion o multinucleacion, disqueratosis, papilomatosis, contorno
nuclear irregular) se encuentran también por separado en otras patologias,
algunas de ellas infecciosas''’. De hecho un porcentaje importante de pacientes
en las que se diagnostican este tipo de lesiones refiere historias de cervicitis de
repeticion e infecciones por diversos gérmenes. Recientemente Canceio®
encontréo que el 69.6% de una poblacién con alteraciones colposcopicas y/o
histolégicas compatibles con infeccién por HPV presentaban infecciéon por uno o
dos gérmenes. Es posible, pues, que parte de las LSIL compatibles con infeccion
por HPV sean realmente originadas por otros agentes etiolégicos. El porcentaje
de progresién de estas lesiones seria muy pequeno en comparacién con las
lesiones producidas por HPV, lo que explicaria el mayor porcentaje de positividad
para HPV en HSIL.
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V.6.3. COMPARACION ENTRE MUESTRAS DE ARCHIVO Y
MUESTRAS DE NUEVA OBTENCION.

Al revisar la literatura se encuentran estudios retrospectivos en los que la
hibridacion in situ se realiza sobre muestras incluidas en parafina con varios anos

d*?*%_ Todos los autores coinciden en que esta técnica es

de antiglieda
perfectamente valida para este tipo de estudios, pero los resultados que obtienen
varian mucho de un trabajo a otro (ver tabla V.1). Probablemente estas diferencias
son debidas a variaciones en las sondas y su marcaje, técnicas de deteccion,
procedencia geografica de las muestras, caracteristicas epidemioldgicas de las

poblaciones estudiadas, etc.

No hemos encontrado, sin embargo, ningtn trabajo en el que se comparen
los resultados obtenidos en muestras de archivo y de nueva obtencion. Nosotros
pensamos que la validacion de todos los resultados obtenidos en este trabajo vy,
por lo tanto, de todas las conclusiones, pasa por la confirmacién de que
realmente no hay diferencia entre un tipo de muestras y otro a la hora de realizar

técnicas de inmunohistogu imica e hibridacién in situ.

El estudio comparativo realizado demuestra que estadisticamente no hay
diferencia entre los resultados de ambas técnicas en los dos tipos de muestras,
tanto cuando se consideran los totales como cuando se considera cada lesion por

separado.

Esto indica que en tejidos fijlados en formol tamponado e incluidos en
parafina se conserva perfectamente la antigenicidad para HPV y el ADN virico no
experimenta ningun proceso de degradacion (por lo menos durante los afos
revisados en este estudio). Se puede concluir, pues, que los estudios
retrospectivos sobre la infeccidn genital por HPV en este tipo de material son

perfectamente validos.
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Vv.6.4. PROCEDENCIA GEOGRAFICA.

Como ya se ha mencionado, hemos obtenido un porcentaje de lesiones
positivas para los tipos 31/33/561 de HPV superior al publicado por otros

207:314329-3313% an poblaciones procedentes de diversos paises. Para

autores
descartar que esto sea debido a una mayor prevalencia de estos tipos en aiguna
de las procedencias geograficas de que hemos obtenido las muestras, se realizé

un estudio comparativo entre los resultados obtenidos en cada una de ellas.

No se encontrdo ninguna diferencia estadisticamente significativa en la
distribucién de los distintos tipos virales por procedencias. En todas ellas el mayor
porcentaje correspondid a los tipos 31/33/51, excepto en las muestras
procedentes de los Centros de Salud del Ayuntamiento de Madrid, aunque este

resultado no es significativo por el reducido numero de las mismas.

La concordancia de nuestros resultados con los obtenidos por Riera y

cols.*® en Asturias y por Ochotorena®"®

en Murcia justifican |la idea de que en
Espafna, o al menos en aigunas comunidades auténomas, la tasa de incidencia

de los tipos de riesgo intermedio es superior a la encontrada en otros paises.

V.7. TECNICA DE DOBLE MARCAJE.

La deteccion simultdnea de antigenos viricos y secuencias génicas
especificas de HPV puede ser de gran interés para comprender algunos aspectos

de la biologia viral y de la interaccion virus-célula infectada.

En los dltimos afos se han publicado varias técnicas que combinan la

inmunohistoquimica y la hibridacion in sit**3",

345,346

Las primeras que se
describieron se basaban en la realizacion seucencial de un método
inmunohistoquimico, que empleaba peroxidasa como enzima marcadora Yy

diaminobencidina (DAB) como cromdgeno, y de una hibridacidn in situ con sondas
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marcadas radioactivamente. Después se sustituyeron las sondas radioactivas por
sondas bictiniladas y se desarrollaron varios procedimientos con la finalidad de
obtener dos reacciones coloreadas claramente distinguibles. En la tabla V.1l se

detallan las estrategias utilizadas por varios autores.

El desarrollo de estas técnicas supone solucionar varias cuestiones. En

primer lugar hay que decidir el orden en gue se realizan ambos métodos. Van der

348 1

Loos y cols*® y Graham y cols.*®' ensayaron varios protocolos en los que
cambiaban el orden de realizacion de la inmunohistoquirmica y la hibridacion in
situ. Ambos concluyen que 10s mejores resultados se obtienen realizando primero
la deteccion antigénica y a continuacién la hibridacian. Esto es logico ya que la
hibridacion implica un calentamiento por encima de los 90oC para desnaturalizar
fa sonda y el ADN de la muestra, que puede causar una pérdida de antigenicidad

en el tejido.

En segundo lugar hay que elegir dos sistemas de revelado que den lugar
a dos colores que se puedan discriminar bien uno de ofro y que tengan buen
contraste respecto de la tincidn de fondo. Ademas la reaccidn positiva de la
inmunchistoqui'mica debe ser insoluble en alcohol y resistir temperaturas
elevadas, pues durante la hibridacién hay que deshidratar el tejido y, como ya se

ha mencionado, calentar a mas de 900°C.

La combinacién que proponemos responde perfectamente a estos dos
interrogantes: el oro coloidatl amplificado con plata es insoluble en alcohol, resiste
bien las temperaturas elevadas y su color negro se distingue perfectamente del

color rojo del aminoetilcarbazo!l (AEC).
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Esta técnica posibilitard la realizacion de nuevos estudios. Por un lado,
permite cuantificar mediante andlisis de imagen el porcentaje de células
infectadas en las que se estan transcribiendo los genes estructurales de HPV.
Esto puede tener una gran importancia pronéstica. Como ya se ha sefalado,
normalmente la integracion del genoma de HPV es un proceso lento, inducido por
determinados cofactores, que puede producirse en cualguier momento durante
la infeccion, incluso a partir de infecciones productivas. Por ello, el calculo de este
porcentaje puede tener gran interés, pues valores bajos pueden indicar

precozmente el inicio de ese proceso de integracion.

Por otro lado, a medida que se vayan desarrollando anticuerpos
monoclonales especificos de proteinas reguladoras de los distintos tipos virales,
esta técnica permitira profundizar en los mecanismos de la infeccidén y en ia

interaccion virus-céilula.

Finalmente, la técnica puede aplicarse también para detectar
simultd neamente secuencias génicas especificas de HPV y proteinas celulares no
viricas. De esta forma se puede estudiar la relaciéon entre tipos virales vy
oncoproteinas, profundizando en los mecanismos de la carcinogé nesis inducida
por HPV.

V.8. CONSIDERACIONES GLOBALES.

A la vista de todo lo expuesto hasta ahora creemos que la hibridacién in
situ con sondas no radioactivas es la técnica de eleccion para el diagndstico

rutinario de la infeccidon por HPV en biopsias ginecolégicas, por varios motivos:

Su sensibilidad en muestras con una cantidad suficiente de epitelio (mas
de 5 mm de longitud} es similar a la del Southern blot y sélo ligeramente

inferior a la de la PCR.
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No requiere infraestructura ¢ aparataje especifico.

Es rapida (la técnica utilizada por nosotros se realiza en una mafiana) y
practicamente no requiere entrenamiento especial del personal que la

realiza, sobre todo si se tiene experiencia en teécnicas de

inmunohistogui'mica.

No requiere destruccion del tejido, por lo que sus resultados se
complementan con informacidn histoldgica, importante en casos de

infeccion mdultiple y para estudiar caracteristicas morfolégicas de las

reacciones positivas.

La PCR y el Southern biot pueden ser también de gran utilidad en algunos
casos. El Southern blot permite conocer el estado fisico del genoma de HPV en
una lesién’: integrado o episdmico. La PCR?’, por su mayor sensibilidad, se
deberia realizar en los casos en que se espere un numero muy bajo de copias
de HPV/célula, por ejemplo, en muestras negativas pr hibridacién in sifu y para
diagnosticar infecciones latentes en poblacion de riesgo (mujeres jovenes,
sexualmente activas, sin pareja estable y que no utilizan métodos anticonceptivos
de barrera), ya que, aungue varios autores®***32 han descrito técnicas de
hibridacid n in situ con las que consiguen detectar una copia de HPV/céluia, éstas

no estan todavia adaptadas al uso rutinario.

Ante cualquier sospecha de infeccidn genital por HPV (lesion macroscopica,
citologia anormal, imagen colposcdpica andmala) se deberia tomar una biopsia
para realizar estudio anatomopatol 6gico convencional, inmunochistoquimica e
hibridacic n in situ (deteccidn y tipado) para HPV. De esta forma se le suministraria
al clinico la siguiente informacion: clasificacién de la lesién, confirmacion o no de
la presencia del genoma de HPV en la muestra y, en caso afirmativo, si la
infeccidon es productiva o no productiva y el tipo de HPV presente, o al menos el

grupo de riesgo al que pertenece.
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En este punto conviene hacer dos consideraciones:

1. Con respecto a la clasificacidn de la lesion creemos que, en piezas de
cérvix, la modificacidn introducida por nosotros en el sistema de
Bethesda puede ser de gran utilidad para el clinico, al separar una
lesién claramente benigna (condiloma acuminado) del resto de lesiones
intraepiteliales escamosas de bajo grado, que, aunque en su mayoria
también son benignas, conviene considerarias como lesiones con
potencialidad de evolucion maligna. No hay que olvidar que el sistema
de Bethesda'™® surgi® como un intento de unificar los criterios
diagndsticos aplicados en citologias cérvico-vaginales y en este tipo de
muestras no es posible distinguir un condiloma acuminado de un
condiloma plano, por lo que ambos se engloban en la categoria LSIL.
Sin embargo, histolégicamente hay una clara diferencia entre ambas
lesiones. De hecho, en la casi totalidad de los estudios que hemos
realizado se han encontrado diferencias significativas entre los
resultados obtenidos en condilomas acuminados y LSIL
(inmunohistoguimica, HIS-deteccién, distribucién de tipos virales, patrén

de marcaje, patron de distribucidn).

2. Con respecto a la técnica de HIS-tipado, el uso de sondas (nicas
especificas de los distintos tipos de HPV es de gran utilidad en
estudios epidemiold gicos, para estudiar la prevalencia de determinados
tipos virales en los distintos medios geograficos, pero no es util para el
diagnodstico rutinaric de la infeccién. En este caso es preferible el
empleo de cocteles de sondas especificas de grupos de riesgo, puesto
que aportan suficiente informacion y se disminuyen los costes al
reducir el numero de hibridaciones necesarias. Sin embargo, es
necesario hacer una puntualizaci 6n respecto de los tipos 31, 33 y 51
de HPV. Estos tipos virales se han considerado clasicamente de

"riesgo intermedig"’?'"8297-3%3

ya que se detectan en proporciones
semejantes en todo tipo de lesiones (condilomas acuminados, SIL y

carcinomas) En nuestra opinidén, en lesiones con potencialidad de
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evolucion maligna, deben ser considerados de "alto riesgo" por varias

razones:

No hay diferencias estadisticamente significativas entre los
resultados obtenidos en biopsias cervicales positivas para los

tipos 16/18 y 31/33/51 de HPV respecto de Ia
inmunochistogurmica y el patrén de distribucid n de células positivas

por hibridacion in situ.

El porcentaje de biopsias positivas para los tipos 31/33/51 en las
que se observé un patrén de marcaje puntual es superior al

obtenido en biopsias positivas para los tipos 16/18 (diferencia

estadisticamente significativa).

Los tipos 31/33/51 de HPV son los mas frecuentes en carcinomas
escamosos en nuestra serie.

Es posible que éste sea un grupo heterogéneo de virus en
relacion con el riesgo de carcinoge nesis. En la bibliografia consultada
los datos sobre estos tipos virales son contradictorios. Hellberg y

cols.***

, en un estudio de seguimiento a largo piazo, calcularon indices
de progresion del 30% en lesiones positivas para HPV 31 (muy
proximo al de lesiones positivas para HPV 6, 25%) y del 84.6% para
lesiones positivas para HPV 33 (superior al de lesiones positivas para
HPV 16, 52.9%). Kataja y cols.*®, en un estudio similar, obtuvieron
indices de progresion practicamente iguales en lesiones positivas para
HPV 31 (18.8%) y HPV 33 (19.4%) e inferiores al obtenido para
biopsias positivas para HPV 16 (35.2%). Seria conveniente realizar
estudios mas amplios con sondas especificas de cada tipo viral para
comprobar si estos tres tipos de HPV son realmente de 'riesgo
intermedic" o si alguno de ellos estda mal clasificado y se puede
considerar de riesgo bajo o alto. Hasta que estos estudios aporten

mayor informacidn, y a la vista de nuestros resultados, creemos que
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es preferible considerarlos de "alto riesgo”, opinién en la que

coincidimos con Chang*® y Paper y cols.>*,

Después de estudiar la informacion recibida el clinico debe tomar una
decisidn terapeutica. El problema se plantea en muchas ocasiones en las lesiones
de bajo grado, en las que los indices de progresién no son muy elevados.
Hellberg y cols.>** sefialan que sélo el 25% de los condilomas planos progresa,

6 calculan unos indices de

frente a un 73.9% de los CIN ill; Weaver y cols.
regresion, persistencia y progresion del 50%, 41% y 9% en CIN |,
respectivamente, y del 43%, 48% y 9% en CIN [I; Nasiell y cols*'" fijan estos
indices en el 54%, 16% y 30%, respectivamente, en displasias moderadas. Un
dato importante para sospechar que un SIL va a progresar es el tipo de HPV
presente. La inmunohistogu imica, como ya se ha mencionado, también aporta
una informacion valiosa, al distinguir entre infecciones productivas y no
productivas. Pero en muchas ocasiones esto no es suficiente. Por ello varios

investigadores han estudiado distintos parametros como marcadores pronosticos:

Dudzinski y cols.**” y Kashyap y cols.**® consideran que la medida del DNA
celular con microespectrofotometn’a puede ser de interés en este sentido, ya que
el epitelio normal o reactivo es euploide, las lesiones hiperpldsicas reversibles
suelen ser poliploides y los carcinomas invasivos son tipicamente aneuploides.
Segun Bitterman y Jenson'*® la aneuploidia correlaciona bien con la presencia de
mitosis atipicas en el tejido. Sin embargo, en ia literatura se encuentran datos
contradictorios. Por ejemplo, Multhaupt y cols.**®, en un estudio de contenido de
DNA por analisis de imagen en muestras citoldgicas, observaron poliploidia en el
51.7% de citologias normales, mientras que todos los casos de CIN (12)
presentaban aneuploidia.

Tosi y cols.®® han estudiado parametros morfométricos (area nuclear,
perimetro, diametro maximo, y factores de forma), nimero y tamario de AGQNOR
y la expresion de diferentes citoqueratinas. Tan sdlo el estudio de los AGQNOR
puede tener interés prondstico, aunque sus resultados no son totalmente

concluyentes.
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Finalmente, Devictor y cols.*' han estudiado recientemente la expresién
de la proteina c-myc y del antigeno Ki-67 y Tervahauta y cols.**?, Holm y cols.*®
y Bosari y cols.*® |a expresidn de la proteina p53. Sin embargo, ios resultados no

parecen indicar que estos marcadores sean de interés pronostico.

Nosotros hemos estudiado tres caracteristicas morfologicas de la
hibridacién in situ como posibles marcadores relacionados con la progresion de
una lesion y los resultados obtenidos demuestran que el patrén de marcaje aporta
una sélida informacid n prondstica, bien de forma aislada, bien conjuntamente con

el patron de distribucion.

En resumen, creemos que el riesgo de progresion de una lesion
intraepitelial escamosa viene determinado por el tipo de HPV detectado (6/11,
bajo riesgo; 16/18 y 31/33/51, alto riesgo), el resultado de la técnica de
inmunohistoqui'mica para HPV (resultado positivo, mejor prondstico; resultado
negativo, peor prondstico) y el patron de marcaje observado en la hibridacion in
situ (puntual y mixto, mayor riesgo de evolucion; uniforme, menor riesgo de
evolucion). Probablemente, la ausencia de compatibilidad histopatoldgica con

infeccion por HPV sea también un factor de riesgo de progresion.

Asi pues, centrandonos en el riesgo de evolucién a malignidad de las SIL,
la peor combinacidn de factores de riesgo corresponderia a una lesion positiva
para los tipos 16/18 6 31/33/51 de HPV, no compatible histopatold gicamente con
infeccion por HPV, negativa por inmunohistoquimica y con un patrén de marcaje
puntual. La mejor combinacion corresponderia a una lesion positiva para los tipos
6/11 de HPV, compatible histopatol égicamente con infeccion por HPV, positiva por

inmunohistoquimica y con un patrén de marcaje uniforme.

En cualquier caso, siempre que se detecte un tipo de HPV de alto riesgo,
independientemente del tipo de lesion {(aunque sea un condiloma acuminado,
positivo por inmunohistoqu'mica y con patron de marcaje uniforme) y del
tratamiento que se efectue, habria que someter a la paciente a un programa de

vigilancia y seguimiento con controles periddicos, a fin de detectar precozmente
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el desarrollo de una nueva lesién en cualquier localizacio n genital. Esto es debido
a que, como han demostrado Kulski y cols.** y Rymark y cols.**® la infeccion
genital por HPV no debe considerarse como una infeccién puntual en el sitio de

la lesion, sino como una infeccion multifocal o generalizada de todo el tracto
genital inferior.



VI. CONCLUSIONES \
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A continuaci 6n se enumeran las conclusiones obtenidas en relacion con los

objetivos que nos fijamos al iniciar el estudio:

* Objetivo 1: Comprobar la utilidad de la inmunohistoqu imica como técnica

diagndstica de la infeccion genital por HPV.

1. La deteccion inmunochistoquimica del antigeno estructural comun de
HPV no es la técnica de eleccién para el diagnéstico rutinario de la
infeccion genital por HPV, pero es de gran utilidad para confirmar el
caracter productivo de una infeccién. Esta informacid n es importante

como factor prondstico para predecir la evolucion de una lesidn.

* Objetivo 2: Establecer el tamario méas adecuado de una biopsia genital para

minimizar el numero de falsos positivos por hibridacion in situ.

2. En biopsias diagnosticadas de condiloma acuminado, tanto de vulva
como de cérvix uterino, la longitud del epitelio no influye de forma

significativa en el resultado obtenido mediante hibridacion in situ.

3. En biopsias cervicales diagnosticadas de SiL la longitud de epitelio
influye de forma significativa en el resultado obtenido mediante
hibridacion in situ. Las muestras con una longitud de epitelio inferior
a 5 mm se deben considerar como material insuficiente para la

realizacion de esta técnica.

* Objetivo 3: Comprobar la utilidad de la hibridacion in situ como técnica

diagnostica de la infeccion genital por HPV.

4. La hibridacion in situ con sondas no radioactivas es una técnica
perfectamente valida para el diagnéstico rutinario de la infeccion
genital por HPV y para realizar estudios retrospectivos sobre esta
infeccion. Los mejores resultados se obtienen combinando técnicas
de HIS-deteccic n e HIS-tipado.
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5. La hibridacion in situ debe realizarse en todas las biopsias
diagnosticadas de SIL, independientemente de que sean

histopatol 6gicamente compatibles o no con infeccion por HPV.

6. El empleo de cocteles de sondas especificas de grupos de riesgo de
HPV respecto de la carcinogé nesis en técnicas de HIS-tipado aporta
una valiosa informacidn en el estudio de esta infeccion y es idoneo

para el diagnéstico rutinario.

* QObjetivo 4. Estudiar la distribucion de los grupos de HPV de bajo riesgo, riesgo
intermedio y alto riesgo de carcinogenesis en lesiones genifales benignas,

lesiones con potencialidad de evolucién maligna y lesiones malignas.

7. Los tipos 6/11 de HPV se asocian con condilomas acuminados, tanto
en vuiva como en cervix uterino, mientras que los tipos 16/18 y
31/33/51 de HPV se asocian con lesiones intraepiteliales de alto grado
y carcinomas escamosos. Los tipos 31/33/51 de HPV deben ser
considerados de alto riesgo cuando se detectan en biopsias
diagnosticadas de SIL.

8. Hay una clara asociacion entre los tipos 16/18 y 31/33/51 de HPV y las
lesiones asociadas a HPV no compatibles histopatol6gicamente con

infeccion por este virus.

9. La distribucion de los grupos virales estudiados no difiere
significativamente en las distintas procedencias geograficas de las
biopsias. Los tipos 31/33/51 de HPV son los que se han detectado

con mayor frecuencia en el conjunto de muestras estudiadas.

* Objetivo 5: Realizar un estudio comparativo entre inmunohistoquimica e

hibridacicn in situ.



Estudio de La infeccién genital por HPY CONCLUSIONES 208

10.

1.

La hibridacion in situ de ADN con sondas no radioactivas es mas
sensible que la inmunohistoquimica para diagnosticar 1a infeccién
genital por HPV y aporta mayor informacion al permitir conocer el
tipo de HPV presente en una muestra, o al menos el grupo de riesgo

al que pertenece.

Los tipos 16/18 y 31/33/51 de HPV producen preferentemente
infecciones no productivas, mientras que los tipos 6/11 de HPV

producen mayoritariamente infecciones productivas.

Objetivo 6: Estudiar las caracteristicas morfolégicas de la hibridacion in situ con

fines prondsticos.

12.

13.

El patron de marcaje obtenido con hibridacion in situ es un buen
factor prondstico para predecir la evolucion de una lesion. Las
biopsias diagnosticadas de SIL en las que se observa un patréon de
marcaje puntual o mixto tienen mayor probabilidad de progresar a

malignidad que aquéllas en las que se observa un patrén uniforme.

El patron de distribucion obtenido con hibridacion in situ y la
distribucion de células positivas en el grosor del epitelio no se

pueden utilizar con fines prondsticos.

* Objetivo 7: Desarrollar nuevas técnicas que combinen inmunohistoqu imica e

hibridacion in situ y que aporten mayor informacion al estudio de la infeccion

genital por HPV.

14.

La técnica de doble marcaje desarrollada en este trabajo permite
detectar simultaneamente antigenos viricos y secuencias génicas
especificas de HPV, por lo que es de gran utilidad en el estudio de

la interaccion virus-célula.
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CONCLUSION ADICIONAL

15. El condiloma acuminado de ceérvix constituye una entidad
diagnostica distinta del resto de lesiones intraepiteliales escamosas

de bajo grado, por lo que no debe ser incluido en esta categoria.
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