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IV.1. CLASIflCACION DE LAS LESIONES.

Tras el estudio histopatológico de todas las muestras se obtuvieron los
siguientes resultados, separados en muestras de vulva y cérvix uterino.

IV.l.1. BIOPSIAS DE VULVA.

Todas las piezas de vulva presentaron lesiones asociadas a HP’? y se
clasificaron en tres grupos:

A) Lesiones benignas:

- Condiloma acuminado (n=31>.

B) Lesiones displásicas, con potencialidad de evolución maligna (n=6):

- VIN 1 (n=3).

- VIN II (n=3)

C) Lesiones invasivas:

- Carcinoma escamoso bien diferenciado (n=3).

En la tabla l’?.l y en las figuras IV.1 y l’?.2 se detallan la clasificación y
distribución porcentual de las biopsias de vulva según su procedencia, las
lesiones diagnosticadas y el criterio histopatológico de compatibilidad con

infección por HP’?.
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Figura IV.2. Distribución porcentual de las biopsias de vulva con hallazgos histopatológicos
compatibles o no compatibles con infección por HPV según la lesión diagnosticada (n’4=40).

Condíloma
acuminado

77.6%

.v.tt-rm

1

VIN 1
60%

VIN II
60%

Figura IV.1 - Distribución porcentual de los distintos tipos de lesión encontrados en las biopsias
de vuNa. (n=40).
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IV.12. BIOPSIAS DE CERVIX UTERINO.

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

dos grandes grupos:

A) Lesiones no asociadas a HPV (n=24):

- Hiperqueratosis (n=8).

- Cervicitis crónica (n=8).

- Pólipo cervical (n=8).

B) Lesiones asociadas a HPV (n=180):

1. Lesiones benignas:

- Condiloma acuminado (n=26).

2. Lesiones displásicas, con potencialidad de evolución 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 IVíl y en las figuras l’?2 y IV.4 se detallan la clasificación y
distribución porcentual de las biopsias de cérvix uterino con lesiones asociadas

a HP’? según su procedencia, la lesión diagnosticada y el criterio histopatológico
de compatibilidad con infección por HP’?.
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Figura IVA. Distribución porcentual de lesiones cervicales con hallazgos histopatológicos
compatibles o no compatiblescon infección por HIPV (n#80).

SIL
789%

Figura IV.3. Distribución porcentual de las lesiones asociadas a I{PV diagnosticadas en
biopsias de cérvix uterino (n=180).

Gondiloma
acuminado

172%
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Figura IV.5. Distribuciónporcentualpor lesionesde las biopsias de cérvix uterino según que
procedande archivo o seande nuevaobtención(n=l8O).

En la figura IVS se ilustra porcentualmente la clasificación de las biopsias

cervicales con lesiones asociadas a HP’? según que las muestras sean de archivo

o de nueva obtención.

IV.2. LONGITUD DE EPITELIO.

Las 229 piezas en las que se midió la longitud del epitelio con análisis de

imagen se dividieron en dos grupos:

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

Archivo
52.8%

Carcinoma
126%

HSIL
34-7%

1-sn-.
463%

Cono liorna

6-3%

HSIL
22. 4%

LSLL
541%

CCno ¡orn a
235%

La longitud del epitelio fue superior a 10 mm en todas las piezas.
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8) Biopsias con lesiones asociadas a HP’? (n205):

Los resultados obtenidos se detallan en la tabla ¡VIII. En las

tablas l’?.lV y l’?.V se resume la clasificación de las biopsias de vulva

y cérvix según su longitud de epitelio, en relación con las lesiones

diagnosticadas.

LONGITUD DE
EPITELIO (>2<)

BIOPSIA

VULVA .
(n=37)

CERVIX
(n=168>

<2 --- 9 ( 5,4%)

2-3 1 ( 2.7%) 15 ( 8.9*)

3-4 1 ( 2.7%) 11 ( 6.6%)

4-5 --- 15 { 8.9*)

5-6 .1(2.7*) . 15(8.9%>

6-? 2 ( 5.4%) II ( 6.S%)

7-8 7 (18.9%) 7 ( 4.2%>

8-9 . 4 (10.8%) 14 < 8.3%)

9-10 .. .2 (.5.4%) 10 ( 6.0%>

>10 19 (51.4%) 61 (36.3%)

Tabla IV.lll. Clasificación de las biopsias de vulva y cérvix con lesiones no invasivas
asociadas a HPV, según la longitud de su epitelio.
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LONGITUD DE
EPITELIO (za)

LESION

Condiloma
(n=31>

VIN 1
(n=3)

VTh II
(fl~3)

<2

2-3 1 ( 3.2%)

3-4 1 ( 3.2%)

4-5

5-6 --- 1

6-7 2 ( 6.5%)

2—E 5 (16.1%> ---- 2

8-9 4 (12.9%)

9-10 1( 3.2%> í

>10 17 (54.8%) 11

Tabla IV.IV. Clasificación de las biopsias de vulva en relación con tas lesiones no invasivas
diagnosticadas y la longitud de epitelio.

LONGITUD DE
EPITELIO (nm)

Condiloma
(n=26)

LESION

LS1 L
(n=90)

HS1 1..
(n=52)

1

<2 . --- 7 ( 7.8%) 2 ( 3.8%>

2-3 .1 ( 2.8%) .4 ( 4.4%> . .. ¿~ .( 7.7%)

3-4 . . 2 ( 7.7%>... 2. ( 2.2%).. 5 < 9.6%>
4-5 --- 20 (22.2%> 3 ( 5.8%>

.1 ( 3.8%) 9 (10.0%) .. 5 (. 9.6%)

3 (11.5%> 5 ( 5.6%) 3 ( 5.8%>

7-8 1 ( 3.8%) 4 ( 4.4t) 2 ( 3.8%)1

8-9 2 ( 7,?%) .~ 5 ( 5.6%) 7 (13 .5%>

9-10 3 <11.5%> 3 ( 3.3%) 4 < 7.7%> ‘4

>10 13 (50.0%) 31 (34.4%) 17 (32 77%)

Tabla IV.V. Clasificación de las biopsias de cérvix uterino en relación con las lesiones no invasivas
asociadas a HPV diagnosticadas y la longitud de epitelio.
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En los casos diagnosticados de carcinoma, tanto en vulva como en cérvix, 

y dada la naturaleza invasiva de este tipo de lesión, no pudo medirse la longitud 

del epitelio, al no estar conservada la capa basal de células. Sin embargo, todas 

las piezas tenían una cantidad de epitelio suficientemente representativa (más de 

7 campos de 100 aumentos), equivalente a una longitud superior a 10 mm en las 

demás lesiones (el diámetro de un campo de 100 aumentos en el microscopio 

utilizado es de 1.6 mm). 

IV.3. INMUNOHISTOQUIMICA. 

Las tres líneas celulares estudiadas dieron un resultado negativo por 

inmunohistoquÍmica para el antígeno estructural común de HPV. 

Todas las biopsias con lesiones no asociadas a HPV dieron igualmente un 

resultado negativo con esta técnica. 

Figura IV.6. Condiloma acuminado de vulva positivo para HPV por 
inmunohistoqu ímica. El marcaje (núcleos de color rojo) afecta sólo a células superficiales 
del epitelio. (x 320). 
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¡%gUra Iv.7. Detalle de para HPV nor 
inmunohistoquímica (núcleos de color roio). (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 

afectó de forma casi exclusiva a coilocitos y células disqueratósicas, 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 

inmunohistoquI’m¡ca (52.5%). La distribución de los casos positivos por lesiones 

se especifica en la tabla IV.VI. 
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Pomitivo 2-8
<58.1%) .

1 .. 1 1 21
<52.5%)

Negativo 13
<41. 9%)

2 2 2 19
<47. 5%)

Condilosa

<n,z31>

VIS 1

(n3)

Vm u

<n~3)

Carcinoma

<n~3>

Total

<nrn4O)

Tabla IV.VI. Resultados obtenidos mediante inmunohistoquimica para HPV en biopsias de
vulva, según las distintas lesiones.

En la biopsia diagnosticada de carcinoma epidermoide la reacción positiva

se observó en dos células superficiales de una región de epitelio displásico

adyacente a la masa tumoral.

IV.3.2. BIOPSIAS DE CERVI¿X UTERINO.

De los 180 casos estudiados, 30 fueron positivos para
inmunohistoqu¡’mica (16.7%). En la tabla lV.’?ll se especifican los resultados

obtenidos por lesiones y su distribución porcentual.

Condiloma
<nn2G}

MXL
<ucegO)

HSIL
(n~52)

Carcinoma .
I,n~121

. Totul

(n~18O)

positivo 14
<53.8%)

10
(11.1%)

<
<11.5%)

-- - 30
<16,7%)

Negativo 12
<46.2%)

80
<88.9%)

46
<88.5%)

12
... <100%)

150
<83 3%)

Tabla IV.VII. Resultados obtenidos con la técnica de inmunohistoquimica para HPV en
biopsiasde cérvix uterino con lesionesasociadasa HPV.

HP’? por



CV.1.1. TECNICX DE DETECCION. 

Las Ilneas celulares CaSki y HaLa dieron resultado pcwtivo por esta 

fBcn~ca En Ias tAulas CaSki la pcsitividad consisti i, en uro marcaje de tipa puntual 

de color v~c~lácm en el nL~clm de las c&lulas. variando ei número de puntos y su 

tamaño de unas &luias a otras. llegando a mupãr WI algunas ocasiones la casi 

tcAal¡dad del nücIeo (fis. lV.8) En las cxhlas HeLa. W-I cambio. la positividad 

consisticj en uno o dos puntm pequeAcs intranucleares (fig IV 9) 

l ’ 

+ 
d 

-4 
Q? 

I + 

d 

Figura IV.8. Extensib?de células CaSki positivas para HPV por HIS-detección. 
(x 320). 



RESULTADOS 1 

una r=ccion posnlva para HP\I por HIS- 

deteccibn, consistente en uno o dos puntos morados intranucleares (flechas). (x 160). 

IFigura IV.10. Condiloma acuminado de vulva positivo 
Los núcleos de las células positivas presentan 1 . 
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Las células SiHa fueron negativas con la técnica de HIS-detecci ón, al igual

que todas las biopsias cervicales con lesiones no asociadas a HPV.

Por lo que respecta a las piezas con lesiones asociadas a HP’?, 155

(705%) fueron positivas (flg. IV.10). Los resultados por lesiones se detallan a

continuación, divididos en vulva y cérvix.

IV.4.L1. Biopsias de vulva.

Treinta y tres biopsias de las 40 estudiadas resultaron positivas para HP’?

por HIS-detecció n (82.5%). Los resultados obtenidos por lesiones se especifican

en la tabla IVVIII.

Positivo 25
(80/71>

2 3 3
(82.5%>

Negativo <
<19.4%>

1 - - - - - - <
<175%)

Condilama Vm a Vm u Carcinoma Total

(n=31) {n=3> <n=2> (n=3> <n=40)

[

Tabla IV.VIII. Resultados obtenidos con la técnica de HIS-detección para
de vulva.

HPV en biopsias

IV.4.1.2. Biopsias de cérvix uterino.

De las 180 biopsias estudiadas, 122 resultaron positivas con la técnica de

HIS-detección (67.8%). La distribución de las biopsias positivas por lesiones se

detalle en la tabla IV.IX.
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Ccndilama
<n=26}

LBZL
(n~9O)

BSZL
(n~52)

Carcinoma
<n=12)

Total
(n=íeo)

[Pom±ti.n

~Ne~ativo

24
<92fl%) .

47
(52.2%)

.40
(76.9%) .

11
<91.7%)

122
(67.8%>

<
<7,7%>

43
<47.8%)

12
(23.1%)

(
(8.3%)

58
(32.2%)

Tabla IV.IX. Resultados obtenidoscon la técnica de HIS-detecelón paraHPV en biopsias
cervicales con lesiones asociadas a HPV.

La sensibilidad de esta técnica respecto de los criterios histopatológicos 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.I.3. Relación entre la técnica de HIS-detecc¡dn para HPV y la longitud

del epitelio presente en las biopsias.

En la tabla l’?.X y en la figura l’?.11 se detallan los resultados globales
obtenidos en biopsias de vulva y cérvix con lesiones no invasivas asociadas a

HP’? en relación con la longitud del epitelio presente en las mismas. En la tabla

IV.XI y en la figura l’?.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 estad isticamente significativas (p-c1O~6) cuando se consideran

globalmente. La diferencia es también significativa entre las biopsias con menos

de 5 mm de epitelio y aquéllas con epitelio entre 5 y 9 mm (pc0.0002) o superior

a 9 mm (p<106). Por el contrario, no es significativa la diferencia entre los
resultados obtenidos en biopsias con un epitelio comprendido entre 5 y 9 mm y

aquéllas con más de 9 mm.
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LLONGITUD DIEPZTELXO (ES) VULVA . .(HIS +‘ ¡ total2) CERVIX
(HIS +‘ / total2)

<2 ---1--- 1/ 9

2-3 ---- ¡ 1 6 / 15

3-4 --- 1 1 4 ¡ 11

4-5 .t--f-t- 6 1 15

5-6 1 / i. 12 ¡ 15

6-7 2 1 2 8 / u

7-8 7/ 7 4/ 7

8-9 2 ¡ 4 10 / 14

9-10 1 / 2 8 / 10

>10 17/19 52/61

Húnero de biopsias positivas por te técnica de HIS-detección para HPV.
2 Rúnero total de biopsias incLuidas en cada clase según la lorigitudde su epitelio.

Tabla IV.X. Resultadosobtenidoscon la técnica de HIS-deteccidn
cérvix en relación con la longitud de su epitelio.

para HPV en biopsias de vulva y

Figura IV.1 1. Resultados obtenidos con la técnica de HIS-deteccidn en biopsias de vulva y cérvix con
lesiones no invasivas asociadas a t{PV según el tamaño mínimo de las mismas.
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II¡D5
EPITELIO (a)

<2 1

EZOPUn

CONDILOMA .

(¡jis ¡ totat2~

LSXL

CHIS •‘/ total2)

ESIL

(BIS + 1 total1 21--- 1.. u .. ---/2
2-3 ---/1 3/4 3/4

3-4 2./ 2 --- ¡ 2 2 / 5

4-5 --- / --- 4 ¡ 20 2 / 3

5-6 . 1/ 2. 7/9 4/ 5

6-7 3/ 3 4/ 5 1/ 3

7-8 1/ 1 1/ 4 2/ 2

8-9 2/2 3/ 5 5/ ‘7

9-10 3./..3 . 1/ 3 4! 4

>10 12 / 13 23 / 31 17 / 17

Número de biopsias positivas por La técnica de HIS-detección para t4PV.
2 Número total de biopsias incluidas en cada cLase según La [ongitud de su epitelio.

Tabla IV.XI. Resultadosobtenidoscon la técnica de HIS-detecelón para HPV en biopsiascervicales
en relación con la longitud de su epitelio y la lesióndiagnosticada.

Biopsias positivas
para HPV por HIS (U>

100

90

80

70

80

so 112181418161 71819 liC
Condlloma 92.3 92.8 96 95.7 95.7 95.8 94.7 94.4 933 92.8
LSIL 52.2 554 54.4 55.8 68.4 66.7 65.1 69.2 70.6 74.2
HSIL 76.8 80 804 854 86.8 87.9 98.8 92.9 lOO 100

tongitud minima
•~— epilsílo <mm>

a
Condiloma —+-- LSIL HS¡L

Figura IVA2. Resultadosobtenidosconla técnicadeHIS-detecciónenbiopsiascervicalescon lesiones
no invasivasasociadasa HPV, segúnlongitudesmínimasde epitelio
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Figura IV.13. Resultadosporcentualesobtenidoscon la técnicade HIS-detecciónpara
HPV en biopsiasde cérvix conuna longitud de epitelio inferior a 5 mm, entre 5 y 9 mm
y superior a 9 mm.

Finalmente, en la figura IV.14 se comparan los porcentajes de positivad

para HP’? por hibridación in s¡tu en las distintas lesiones no invasivas

diagnosticadas en piezas de cérvix según 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

estadísticamente significativas. Silo son, en cambio, en LSIL (p<O.0003) y HSIL
(p’cO.OO3) cuando se consideran globlamente. En LSIL la diferencia es

significativa entre biopsias con menos de 5 mm de epitelio y aquéllas con 5-9 mm

o más de 9 mm; no es significativa entre biopsias con 5-9 mm de epitelio y más
de gmm. En HSIL hay diferencia estad isticamente significativa entre biopsias con

menos de 5 mm y más de 9mm y entre biopsias con 5-9 mm y más de 9 mm; no
es significativa la diferencia observada entre biopsias con menos de 5 mm y con

5-9 mm de epitelio.

uLmm

POSITIVO 17
POSITIVo 34

72.3%

NEGATIVO 13
NEGATIVO 33 277%

66%

~~GATNO ¶1

POSITIVO CC>
848%

LLmm
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Figura 1V14. Comparaciónde resultadosde la técnica de HIS-detecciónpara HPV
por lesiones en biopsiasde cérvix con longitud de epitelio menorde 5 mm, entre5-9 mm
y mayor de 9 mm.

IV.4.2. TECNICA DE TIPADO.

Las dos líneas celulares positivas por la técnica de HIS-detección (Caski

y HeLa) dieron un resultado positivo con la sonda específica para los tipos 16/18

de HP’?. El tipo de marcaje observado en cada una de ellas fue similar al

obtenido por HIS-detección. Ambas líneas celulares fueron negativas con las

sondas específicas para los tipos 6/11 y 3 1/33/51 de HP’?.

Por lo que respecta a los resultados obtenidos en las biopsias positivas por
HIS-detección, conviene separar nuevamente las biopsias de vulva y cérvix.

Biopsias positivas para I-IPV por ¡-lID (14)

100

80

60

40

20

a

LONGITUD DE EPITFUO

•< 5 mm ~A5-9mm U> Omm L~TotuI de bIopsIas

Condíloma LSIL HSIL

Lesión
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IV.4.2d. Biopsias de vulva.

De las 33 biopsias HP’? positivas por la técnica de detección, 25 fueron

positivas para los tipos 6/11 de HP’? (75.8%), 3 para los tipos 16/18 de HP’?

(9.1%), 6 para los tipos 31/33/51 de HP’? (18.2%) y 3 resultaron negativas para

las tres sondas (9.1%)En la tabla l’?.XII se muestran los resultados por lesiones.

LESION
TIPO VItAL

6111
a

23

16/18
a

2

31/33/51 Otros
—

1Condiloma (n=25> 3

VIN 1 (n=2) 2. 1

VIN II (n~3> 1 2

Carcinoma (n=3) --- --- 1 2

Tabla IVXII. Resultadosobtenidoscon la técnicadeHIS-tipadoenbiopsiasdevalva

en relación con las lesionesdiagnosticadas.
HPV-positivas

Tres biopsias dieron un resultado positivo con más de una sonda (7.5% del

total de muestras de vulva estudiadas y 9A% de las biopsias positivas por HIS-

detección): una fue positiva para los tipos 6/11 y 16/18 de HPV, otra para los

tipos 6/11 y 31133151 de HP’? y la tercera dio un resultado positivo con las tres

sondas utilizadas. Los tres casos habían sido diagnosticados de condiloma

acuminado y en todos ellos el marcaje obtenido con cada sonda afectó a zonas
distintas del epitelio no superpuestas.

IV.4.2.2. Biopsias de cérv¡x uterino.

De las 122 biopsias en las que se obtuvo un resultado positivo con HIS-
detección, 34 fueron positivas para los tipos 6/11 de HPV con la técnica de HIS-
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tipado (27k9%), 40 para los tipos 16/18 de HP’? (32.8%), 51 para los tipos

31/33/51 de HP’? (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-detecció n): 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 HP’? y 5 (2 LSIL y 3 HSIL) para los tipos 16/18 y 31/33/51 de HP’?.

Una biopsia, diagnosticada de LSIL, dio un resultado positivo con las tres sondas-

En todos estos casos el marcaje obtenido con cada sonda afectó a zonas
distintas del epitelio no superpuestas.

En la tabla IV.XIII y en la figura l’?.15 se muestran los resultados obtenidos

con esta técnica, por lesiones, en el total de biopsias cervicales HP’?-positivas por

HIS-detecci ón. Finalmente, en la tabla IV.XI’? se detallan estos mismos resultados
eliminando aquellas biopsias que fueron positivas para dos o más sondas.

LESION ... TIPO VIAAL ...

6/12.
—

17

16/18
a

- - -

31/33/51 Otros
a

- - —Condiloma (n=24) E

LSIL (n=47) 13 16 21 5

ESIL <n=40) 4 20 16 . 3

Carcinoma (n=11> --- 4 6 1

cervicales HPV-Tabla IV.XIII. Resultadosobtenidoscon la técnica de HIS-tipado en biopsias
positivas en relación con las lesiones diagnosticadas.
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80

60

40

20

o

Biopsias positivas <%>

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

LESIÓN TIPO VIRAL

6/li 16/18 31/33/51 Otros

Condilona 16 --- 7

LSIL 8 12 15 5

ESIL .. 4 .. 17 13 3

Carc±noaa --- 4 6 1

DES-a
Msiii ~i6/i8 M31183151 ~Otros

Tabla IV.XIV. Resultadosde la técnica de HIS-tipado para HPV, por lesiones,en
biopsiascervicales sin infección múltiple.

La prueba dej para probar la hipótesis de independencia de estas dos
variables (tipo viral y lesión), aplicada a los datos de la tabla l’?.XIV, refleja una

diferencia estadisticamente significativa (pc2x105 entre los resultados obtenidos

Condiloma ¡SIL SIBIL Carcinoma

Lesión

en cada tipo de lesión.
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TV.5. PARÁMETROS MORFOLOGICOS ASOCIADOS A LA

HIBRIDACION 11V SITU.

Para la evaluación de los tres parámetros morfológicos asociados a la

hibridación in s¡tu que se han estudiado, sólo se consideraron las biopsias que

dieron resultado positivo con una única sonda por HIS-tipado y aquéllas positivas

por HIS-detección y negativas por HIS-tipado. En consecuencia, el número 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 reacción positiva con

la técnica de hibridación ¡ti s¡tu: uniforme, de manera que la coloración afecta por

igual a la totalidad del núcleo (fig. l’?.16), o puntual, de manera que el color se

distribuye en forma de puntos variables en número y tamaño (fig. l’?.17).

Según el tipo de reacción positiva predominante en cada biopsia HP’?-

positiva por hibridación in s¡tu se distinguieron tres patrones de marcaje:

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

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

2. Puntual: la mayoría de las células positivas presentan una reacción de

tipo puntual, independientemente del número, tamaño e intensidad de

los puntos de color en cada núcleo (fig. l’?17).

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

uniforme y puntual, en proporciones similares (hg. IV.18).



d 
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Figura IV.16. UG vulva positiva para kas upos 01 ll de HPV por HIS- 

tipado con un patrón de marcaje uniforme. (x 160) 

Figura IV.17. Patrón de marcaje puntual (flechas) obtenido por hibridación in sifu en 
una biopsia de cérvix uterino positiva para los tipos 16/18 de HPV. (x 320). 
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Figura IV.18. Patrón de marcaje mixto obtenido con hibridación in situ en una Bionsia . 
cervical positiva para los tipos 3E/33/51 de HPV. Obsérvese la presencia simultánea de 
células con marcaje puntua1 (flecha corta) y uniforme (flecha larga). (x 320). 

IV.5.1.1. Biopsias de vulva. 

La distribución 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 relación existente entre el patrón de marcaje 

y los tipos virales detectados en condilomas acuminados de vulva. 

Tabla IV.XV. Clasificación de biopsias de vulva HPV-positivas según el patrón de marcaje 
observado y la lesión diagnosticada. 
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__________________________________________ 1PATRON DE
MARCAJE .

TIPO VIRAL
/211 16/18 .. 31/33/51 Otros

Uniforme 1 --- . 1

Puntual --- --- 4 2

Mixto 1

Tabla IV.XVI. Clasificación de biopsias de vulva HPV-positivas según el patrón de marcaje
observadoy el tipo viral detectado.

6/11

19

/MIXTO
/1 (4.5

31/3 3/5 1

UNIFORME
20 (90.9%)

<~~2
Figura 1V19.
vulva en relacióncon los tipos de HPV detectados.

Distribución de patronesde marcaje en condilomas acuminadosde

Otros
1 <5~)
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IV.5.1.2. Biopsias de cérvix uterino.

La clasificación de las biopsias cervicales según el patrón de marcaje

observado por hibridación ¡ti sití.,, en relación con la lesión diagnosticada y los

tipos virales detectados se refleja en las figuras l’?.20 y l’?.21.

Estadísticamente la distribución de patrones de marcaje en los distintos

tipos de lesión no difiere de forma significativa. Sí se demuestra, en cambio,

diferencia significativa en la distribución de patrones de marcaje en relación con
los tipos virales detectados, tanto cuando se consideran globalmente (pclOfl,

como cuando se consideran por parejas (p<1O~ entre los tipos 6/11 y 16/18 de

HP’?, p<1O~ entre los tipos 6/11 y 31/33/51 de HP’? y p’cO.05 entre los tipos 16/18

y 31/33/51 de HP’?).

Porcentaje de biopsias
100%

Lealón
Patrón de mareal

.

Uniforme ~ Puntual ~ Mixto

Figura IV.20. Clasificaciónde las biopsiascervicalesen relacióncon la lesióndiagnosticada
y el patrón de marcaje observadopor hibridación fi situ.
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Figura IV.22. Distribución de patronesde marcajeen condilomas acuminadosde cérvix en
relación con los tipos de HPV detectados.

Porcentaje de biopsias

Uniforme m Puntual

Tipo viral
Patrón de rnarcaIQ

Mixto

Figura IV.21. Clasificaciónde las biopsias cervicalessegúnel tipo viral detectadoy el
patrón de marcaje observadopor hibridación fi situ.

6/11

lo
6/11

6 <100%>

MIXTO
(26. 1%>

31/53/61
7 (100%)

• •
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Figura IV.23. Distribución de patronesde marcajeen biopsiasde cérvix diagnosticadasde
LSIL en relación con los tipos de HPV detectados.

Figura 1V14. Distribución de patronesde marcajeen biopsiasde cérvix diagnosticadasde
HSIL en relación con los tipos de 1-IPX’ detectados.

31/33/51

a

16/18

6/11

Otros
1<59%>

31/33/61
9 <529%>

16/18
7 <412%>

~1

VS—
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16/18

16/18
2 (25%>

31/33/61

16/18

Otros
1(125%>

51/33/61
6 (625%>

Figura IV.26. Distribución de patronesde marcajeen carcinomasde cérvix en relacióncon
los tipos de HPV detectados.

La relación entre patrón de marcaje y tipos virales en cada lesión se ilustra
en las figuras l’?.22 (condilomas acuminados), l’?.23 (LSIL), l’?.24 (HSIL) y l’?.25

(carcinomas).

Por último, en la tabla l’?.XVII se detalla la relación entre el resultado

obtenido con inmunohistoquimica y el patrón de marcaje.

PATRÓN. DE~ MARCAJE INMTJNONTSTOQUIMXCA

Positivo Negativo

Uniforme 21 24

Puntual 2 47

Mixto 3 14

Tabla IV.XVII. Clasificaciónde biopsiascervicalessegúnel resultadoobtenido con
inmunohistoquimica y el patrón de marcaje.
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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 distribución de patrones

de marcaje por lesiones, tanto cuando se consideran estos resultados

globalmente (pCO.OO3), como cuando se consideran las lesiones por parejas
(pcO.O2 entre condiloma y SIL y p-cO.03 entre SIL y carcinomas)

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

se agruparon como se muestra en las tablas l’?.XVIII y IV.XIX.

PATRON DE
MARCAJE

. LESION

Gondilorna UN/Sm Carcinoma

Puntual 8. . 36.. . .11

Uniforme
+

Mixto
.37... 46.. 3

Tabla IV.XVIII. Clasificaciónconjuntadebiopsiasdevulva y cérvixuterino HIPV-positivas según
el tipo puntual de patrón de marcajey la lesión diagnosticada.

PATRÓ» DE
MARCAJE

LES ION

Condilotua UN/SIL Carcinoma

Puntual

Mixto
15. 45 13

Uniforme 30 37 1

Tabla IV.XiX. Clasificaciónconjuntadebiopsiasde vulva y cérvix uterino HPV-positivassegún
el tipo uniforme de patrón de marcaje y la lesión diagnosticada.

Diagnóstico de [a infección genitaL Dar HPV
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Del análisis global de la tabla l’?.XVIII se deduce una diferencia estadística

significativa entre los patrones de marcaje observados en las distintas lesiones

(p<lOj. Considerando las lesiones por parejas se obtienen los siguientes

resultados:

1. VIN-SIL/Condiloma acuminado:

- Diferencia estadísticamente significativa (p<O.O04).
- Razón de ventaja de riesgo: 3.62

Intervalo de confianza al 95% (Cornfield): 1.40<3.62<9.64

2. Carcinoma/VIN-SIL:

- Diferencia estadísticamente significativa (p<O.02).
- Razón de ventaja de riesgo: 4.69

Límites 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 análisis global de la tabla l’?.XIX señala igualmente una diferencia

significativa entre los patrones de marcaje observados en los distintos tipos de

lesión (pcO.0004). Por parejas se obtienen los siguientes resultados:

1. VIN-SlLJCondiloma acuminado:
Diferencia estadísticamente significativa (pCO.O3).

- Razón de ventaja de riesgo: 2.43
Intervalo de confianza al 95% (Cornfieldlp: 1.07<2.43<5.68

2. CarcinomaNíN-SIL:

- Diferencia estadísticamente significativa (p<OOO8).
- Razón de ventaja de riesgo: 10.69

Límites 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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IV.5.2. PATRON DE DISTRIBUCION DE LAS CELULAS 

POSITIVAS. 

!3e han considerado dos patrones de distribución de células positivas a lo 

largo del epitelio: 

1. Multifocail: se observan grupos de &lulas positivas atternando con 

zonas de epitelio en las que no aparecen células marcadas (fig. IV.26). 

2. Aislado: se observan pocas célu~las positivas y aisladas unas de otras 

(fig . lV.27). 

in situ en un ccmdilo~.~a de vulva positivo para los tipos 6/11 de HIV. (x 100). 
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l 

Figura IV.27. Condiloma acuminado de vulva positivo para los tipos 6/11 de HPV por 
hibridación in siru con patrón de distribución aislado. Se observa sólo una célula 
claramente positiva (flecha). (x 160). 

IV.5.2.1. Biopsias de vulva. 

En las tablas IV.XX y IVXXI se muestra la clasificación de las piezas de 

vulva según este parámetro histológico, en relación con las lesiones 

diagnosticadas y los tipos de HPV detectados. En la figura IV.28 se ilustra la 

relación existente entre el patrón de distribución y los tipos virales detectados en 

condilomas acuminados de vulva. 

.:.. 
::.:. 

., ., .’ E?&&RQI!.;.: :jOg,: : :::, 

IL I ..:.. I ::” :I’ I ‘..I’ ll 
.:. 

:. 

Tabla IVXX. Clasificación de biopsias de vulva HPV-positivas según el patrón de --I--.I--.v., 
observado y la lesión diagnosticada. 
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PATRON DE
DISTRIBUCION

TIPO VIBAL

6/11 16/18 31/33/51 Otros

MultifOdal 15 -“ 1 1

Aislado 7 1 3 2

Tabla IV.XXI. Clasificación de biopsias de vulva HPV-positivas según
observadoy el tipo viral detectado.

el patrón de distribución

Figura IV.28. Relaciónentreel patrón de distribución
HPV detectadoen condilomas acuminadosde vulva.

de célulaspositivas y el tipo de

Otros
1(71%>

6/li
13 (92.9%>

31/33/51
1 (126%>

6/11
7 (87.6%>



Diagnóstico de la infección genital car HPV RESULTALOS 127

IV.5.2.2. Biopsias de cérvix uterino.

La clasificación de las biopsias cervicales según las lesiones

diagnosticadas y los tipos virales detectados, en relación con los dos patrones de

distribución de células positivas por hibridación in sftu, se representa gráficamente
en las figuras IV.29 y IV.30.

La prueba dej aplicada globalmente a los datos de la figura IV.29 indica

que no hay diferencia significativa entre los resultados obtenidos en cada tipo de

lesión; sin embargo, cuando este test estadístico se aplica a los resultados
obtenidos en condilomas acuminados y SIL, las diferencias halladas entre los

porcentajes para cada patrón de distribución sí son significativas (p<O.02; razón

de ventaja de riesgo: 3.25). También son significativas estas diferencias cuando
se consideran conjuntamente los resultados obtenidos en vulva y cérvix uterino,

tanto globalmente (p<O.005), como entre condilomas y SIL (p<O.003; razón de
ventaja de riesgo: 3.42); sin embargo, no hay diferencia significativa entre SIL y

carcinomas.

Figura IV.29. Clasificaciónde biopsiascervicalessegún la lesión diagnosticaday el
patrón de distribución de célulaspositivaspor hibridación ti sUn.
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Por lo que respecta a las datos representados en la figura IV.30, hay una
diferencia estad isticamente significativa entre los resultados obtenidos cuando se

consideran globalmente (pc4xl O~); esta diferencia estambién significativa cuando

se consideran sólo las biopsias positivas para los tipos de HPV 6/11 y 16/18

(p<9x105) ó 6/11 y 31/33/51 (p<2x10fl. No hay diferencia significativa entre los

resultados obtenidos en biopsias positivas para los tipos 16/18 y 31/33/51 de

HPV.

La relación entre ambos patrones de distribución de células positivas y los

tipos virales detectados en cada lesión se detallan en las figuras IV.31
(condilomas acuminados), IV.32 (LSIL), IV.33 (HSIL) y IV.34 (carcinomas).

Porcentaje de biopsias
100%

Tipos virajes

Patrón de distribución

Multifocal ~ Aislado

Figura IV.30. Clasificación de biopsiasde cérvix según los tipos virales detectadosy el
patrón de distribución de célulaspositivaspor HIS.
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Figura IV.32. Relaciónentreel patrón de distribución de células positivas y el tipo de
HPV detectadopor HIS en lesionesde cérvix diagnosticadasde LSIL.

MULTIFOCAL
13 (56.5%)

AISLADO
10 (43.5%>

6/11
13 (100%)

31/33/61
7 (70%)

6/11
3 <30%)

Figura IV.31. Relaciónentreel patrón de distribución de célulaspositivas y el tipo de
HPV detectadopor HIS en condilomasacuminadosde cérvix.

Otros
1 <8.3%>

31/33/51
3 (25%)

16/18
2 <16.7%>

6/11
6 <50%>

Otros
4 <14.3%>

31/33/51
12 (42.9%>

16/18
10 (35.7%)

6/11
2 <7.1%)
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Figura 1V23. Relaciónentreel patrón de distribuciónde célulaspositivas y el tipo de
HPV detectadopor HIS en biopsiasde cérvix diagnosticadasde HSIL.

Figura IV.34. Relaciónentre el patrón de distribución de célulaspositivasy e) tipo de
I~IPV detectadopor HIS en carcinomasde cérvix.

Otros
1(10%>

31/33/51
3 <30%)

16/18
4 (40%>

6/11
2 <20%>

Otros
2 (7.4%>

31/33/51
10 (37%>

16/18
13 <48.1%)

6/11
2 (7.4%>

31/33/51
2

16/18

Otros
1(12.5%)

31/33/61
4 (50%)

16/18
3 (37.5%)
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Para finalizar, en la tabla IV.XXII se muestra la relación entre los resultados

inmunohistoquí’micos y el patrón de distribución.

PATRON DE DZSTRIBUCION IWWN OHISTOQUIMICA

Positivo Negativo

Multitocal 21 17

Aislado 5 68

Tabla IV.XXII. Clasificacién de biopsias cervicales según los resultados
inmunobistoqu[micos y el patrónde distribución.

IV.5.3. POSICION RELATIVA DE LAS CELULAS POSITIVAS EN

EL GROSOR DEL EPITELIO.

Las biopsias HPV-positivas por hibridación in s¡tu se dividieron en tres

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

marcadas:

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

(fig. IV.35).

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

epitelio (flg. IV.36).

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

incluyendo en ocasiones las capas de células basales y parabasales

(ng. 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 reacción positiva se aprecia en células del tercio superior del 
epitelio. (x 100). 

Figura IV.36. Biopsia cervical positiva para los tipos 64 1 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.3 # , ’ por hibridación in situ. 
Obk-vese la presencia de c&las marcadas en el tercio inferior del epitelio (flechas). (x 
200). 

A diferencia de los patro nM - Ie marcaje y distribución de células positiv zm , 

este caso no se han considerado las biopsias diagnosticadas de carcinoma, 

ya que al perderse la arquitectura del tejido no es posible distinguir la posición 

relativa de las células marcadas en el grosor del epitelio. En consecuencia el 

número total de biopsias consideradas ha sido de 127: 1 OO de cérvix y 27 de 

sema ca!!IWI@en 

lación con las lesiones diagnosticadas y los tipos virales detectados se 
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TERCIO DE
ITELIO..

TIPO VIRAL

12. 16/18 31/33/51 OtrosSuperior 2 11
Medio 18 1 2

Inferior 2

RESULTADOS ..1~.4

TERCIO flE
EPITELIO

LESION

Condiloma VXN 1 \TIN II

Superior . .i 1

Medio 17 2 2

Inferior 2 --

Tabla IV.XXIII. Clasificación de las biopsiasde vulva según la posiciónrelativa en el grosor del
epitelio de las célulaspositivaspor hibridación ¡it sUri.

Tabla IV.XXIV. Relaciónentre el tipo viral y la posiciónrelativaen el grosordel epiteliode las células
positivaspor hibridación ¡it sUn en biopsiasde vulva.

IV.5.3.2. Biopsias de cérvix uterino.

La clasificación de las biopsias cervicales por lesiones y por tipos viTales,

en relación con la posición relativa ocupada por las células positivas por
hibridación in s¡tu en el grosor del epitelio se especifica en las figuras IV.38 y

IV.39.

El análisis estadístico de las correspondientes tablas de contingencia

demuestra la independencia entre las variables estudiadas. Es decir, no existe

una asociación significativa entre la posición relativa en el grosor del epitelio de

las células positivas por hibridación in s¡tu y el tipo de lesión o el tipo de HPV

detectado.
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Figura IV.38. Clasificaciónde biopsias cervicales según la posiciónrelativa de las
célulaspositivaspor hibridación ¡it sUri en el grosor del epitelio.

Porcentaje de biopsias
100%

Tipos virales

jarcio de epitelio

Superior ~ Medio ~ Inferior

Figura IV.39. Relaciónentreel tipo viral y la posiciónrelativa de las célulaspositivas
por hibridación ¡it sUri en el grosordel epitelio en biopsiascervicales.

Porcentaje de biopsIas

Lesión
isrolo de nnlteIlo

Superior ~ Medio ~ inferior
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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 clasificación de biopsias de

cérvix HPV-positivas por hibridación in situ, en relación con el patrón de marcaje,

el patrón de distribución de células positivas y el tipo de lesión diagnosticado o el

tipo de HPV detectado, respectivamente. El análisis estad<stico global de ambas
tablas indica que hay una diferencia significativa en los resultados obtenidos por

cada tipo de lesión (p<O.04) y por cada grupo de virus (p<lOfl. Sin embargo,

cuando el análisis se realiza comparando las 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
DE

MARCAJE

PATRON ....
DE

DISTRIBUCI.ON

.. LESION

ESILCONDILOMA LSIL
a

it 6
8 10

CARCINOMA

UNIFORME.
MULTIFOCAL 9 ....

1 1

>4UTIFQCAL

AISLADO *7

2..

15

3.

14

7

7

MIXTO
MULTIFOCAL
AISLADO

2
2

- - -

5

3
3

¡
¡

Tabla IV.XXV. Clasificaciónde biopsiasde cérvixI4PV-positivas por hibridaciónti sUri segúnla
lesión diagnosticaday los patronesde marcaje y distribución.
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PATRON

MARCAJE

PATRON
DE..

DXSTRIEtICION

TIPO VIRAL

6111-
—

16
.4

16/18
—

4

31/33/51 Otros

UNIFORME
MULTIFOCAL
AISLADO

3
3.

.
. 4

PUNTUAL
MUTIFOCAL
AISLADO

---

---

1
14

2
26 3

MIXTO
MULTIFOCAL
AISLADO

~
~

3
3~

.
.. 4..

- - -

Tabla IV.XXVI. Clasificaciónde biopsiasde cérvix HPV-positivaspor hibridación¡it sUri segúnel
tipo viral detectadoy los patronesde marcajey distribución.

PATRONES. DE. MARCAJE

DZSflflUCZON

LESION

CONDZTJQMA YZN/StL CARCINOMA

Ptfl?tUAL/AISLniflO 8 31 10

RESTO 37 51 4

Tabla IV.XXVII. Distribución de biopsiasde vulva y cérvixpositivaspor hibridación ¡it s¡h, según
la lesióndiagnosticaday los patronesde marcajey distribución.

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.XXVII. El análisis global de esta tabla arroja una diferencia
estadísticamente significativa (p<8xlOj. Al considerar las lesiones por parejas

se obtuvieron los siguientes resultados:
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1. VIN-SIL/Condiloma:
Diferencia estadísticamente significativa (p<0.02).
Razón de ventaja de riesgo: 2.81
Intervalo de confianza al 95% (Cornfield): 1.08<2.81<7.5

2. CarcinomaNlN-SIL:
Diferencia estadísticamente significativa <p<0.02).

Razón de ventaja de riesgo; 4.11
Límites exactos de confianza al 95%: 1.06<4.11<19.25
Riesgo relativo: 3.35

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

IV.6. ESTUDIOS COMPARATIVOS.

Para la realización de estudios comparativos se han tenido en cuenta sólo

los resultados obtenidos en biopsias con una longitud de epitelio superior a 5

mm, para minimizar en lo posible el sesgo en los cálculos estadísticos debido a

falsos negativos por tamaño inadecuado de la pieza. Se han incluido también los

casos diagnosticados de carcinoma, pues todos ellos tenían un tamaño

suficientemente representativo. Por lo tanto, el número total de biopsias incluidas

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

IV.61. COMPARACION ENTRE INMUNOHISTOQUIMICA E

HIBRIIDACION IN SITU.

De las 168 biopsias consideradas, 138 fueron positivas para HPV con la

técnica de HIS-detección (82.1%), mientras que sólo 49 dieron un resultado

positivo con la técnica de inmunohistoqu imica (29.2%). Ninguna biopsia fue
positiva por inmunohistoquí’mica y negativa por hibridación in s¡tu.

La distribución de casos positivos por cada técnica en piezas de vulva y
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cérvix por separado, agrupados según las lesiones diagnosticadas, se detalla en

las tablas IV.XXVIII y IV.XXIX. En ellas se incluye, además, la sensibilidad de la

inmunohistoquí’mica frente a la hibridación in s¡tu en cada tipo de lesión. En

ambos casos las diferencias entre los resultados obtenidos con ambas técnicas
son estadísticamente significativas (p<O.006 en piezas de vulva y p<1O~ en

piezas de cérvix uterino).

— —

IHQ + .18.. 1 21.

2

25.... 33IHQ/.H1S3 ‘72% ---
Número de híopsíak positiva, por i.nm’mohistoq,flmica.

2 Número de biopsias positivas por hibrid.cidrt in sibz

.

Sensibijidad de la injauñohisroqvf mice respecto de la hibridaciénin sitj

.

TEcNIcA
VIII X
(n=3).

LESXO~J

VIN II
(n=3>.

Tabla IV.XXViiI. Resultadosde inniunohistoqu¡mica e hibridación¡it sUri en biopsiasde vulva, con
expresiónde la sensibilidadde una técnicacon respectode otra.

TECEICA
LEEZON

Con <loma
<na23>

LEIL ... ESIL
(rl=57) (n=38)

— —
10 4

arcinoma
(nnl2>

Total
(n=130)

tao.-’ 14 --- 26

.HLS +2 . . . 22 .39 3 11 105

63.6% 25.6% 12.11 --- 25.7%

—

Número de biopsias positivas vox inmunohi,to~niniica.
Número de.blopsia, positivas por hibridadi4n Sn sitn

>

Sensibilidad de la inunohietoquimica respecto dé la hibtidación 15 siti

.

Tabla IV.XXIX. Resultados de inmunohistoquimicae hibridación ¡it sUri en biopsiasde cérvix, con
expresiónde la sensibilidadde una técnicarespectode la otra.

RE5t1T.TLflfl~ 139

Condijoma
<n=29>

Carcinoma
(nc3)

total
<n=38)
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Si consideramos cada técnica por separado, el análisis de la tabla IV.XXIX

muestra una diferencia significativa entre los resultados obtenidos en cada lesión,

tanto con inmunohistoquí’mica (p<SxlOt, como con HIS-detección (p<O.02). Sin

embargo, en el caso de la hibridación 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
inmunohistoquí’mica con respecto a la hibridación in s¡tu en las distintas lesiones

cervicales (p<5x105), cuando éstas se consideran globalmente. El análisis

estadístico por parejas de lesiones arroja los siguientes resultados:

1. Condiloma/SIL:
Diferencia estadisticamente significativa (pc8x105).

Razón de ventaja de riesgo: 7.25

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

2. SIL/Carcinoma:
Diferencia estadísticamente no significativa.

En las figuras IV.40 y IV.41 se ilustran de forma comparativa los resultados

porcentuales de positividad obtenidos con ambas técnicas en las distintas
lesiones, según la procedencia anatómica de las biopsias.

Por lo que respecta a la sensibilidad de la inmunohistoqu imica frente a la

hibridación in s¡tu en relación con los tipos virales detectados con esta última
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

inmunohistoquimica en relación con los tipos virales detectados por Hl 5-tipado

son estadi’sticamente significativas (p<lOj cuando se consideran globalmente,

pero no lo son cuando se consideran sólo los tipos 16/18 y 31/33/51 de HPV.
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Figura IV.40. Resultados porcentuales de positividad con inmunohistoquimica e
hibridación ¡it sUri en biopsiasde vulva.

Figura IV.41. Resultados porcentuales de positividad con inmunohistoquimica e
hibridación¡it sUri en biopsiasde cérvix.

Porcentaje de positividad
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100
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o
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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 

número de células positivas por hibridación in sifu es en todos los casos mucho 

mayor que el de células positivas por inmunohistoqw’mica (fig.42). 

A 

6 

Figura IV.42. Comparación de las técnicas de 
inmunohistoquímica e hibridación in situ para HPV en un condiloma 
acuminado de vulva. 
A) Reacci ón positiva con inmunohistoqu ímica que afecta 
exclusivamente a células coilocíticas del tercio superior del epitelio. 
B) Reacción positiva para los tipos 6111 de HPV por hibridación in 
situ. El número de células positivas es muy superior al detectado con 
inmunohistoquímica. 
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IV.6.2. COMPARACION ENTRE BIOPSIAS COMPATIBLES Y NO

COMPATIBLES HISTOPATOLOGICAMENTE CON INIFECCION

POR HPV.

Los resultados obtenidos con inmunohistoquimica e HIS-detección, por

lesiones, en piezas de vulva y cérvix, histopatológicamente compatibles o no

compatibles con infección por HPV, se reflejan en las tablas IV.XXX y IV.XXXI.
La prueba dej aplicada a los totales obtenidos en cérvix uterino indica que no

hay diferencia significativa en los resultados obtenidos con hibridación ¡n s¡tu en
ambos tipos de muestras; sí es, en cambio, significativa la diferencia observada

en los resultados de inmunohistoqu imica (p<O.04).

Los resultados obtenidos con la técnica de HIS-tipado en biopsias

cervicales según esta característica histológica se muestran en la tabla IV.XXXII;

y en las figuras IV.43 y IV.44 se comparan los resultados obtenidos con
hibridación in s¡tu en relación con los patrones de marcaje y distribución de células

positivas, respectivamente. Estadisticamente hay diferencia significativa (p<O. 04)

en la distribución de los grupos de HPV estudiados en ambos tipos de muestras

(compatibles y no compatibles histopatológicamente con infección por HPV), así

como en los porcentajes de patrones de marcaje (p<O.04). Por el contrario, no
hay diferencia significativa cuando se consideran los patrones de distribución de

células positivas por hibridación ¡ti situ.
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COMPATIZILIDA»
CON flWECCZQN POR..MPV.

TIPO VIRAL

6/11

—

32.
(34.8%>

16/18

—

26
<29.2%)

31/33/51 Otros

a

6
(6.7%>

Compatible (n=89) 36
(40.4%)

No compatible (n~r1S> -- (
(31,2%)

10
(62.5%)

(
(12~5%>

Tabla IV.XXXII. Resultadosde la técnicadeHIS-tipadoparaHPV en biopsiascervicales,según
el criterio histopatológicode compatibilidad con infección por HIPV.

Figura IV.43. Distribución depatronesde marcajeporhibridación¡it sUri en biopsias
cervicales compatiblesy no compatiblescon infecciónpor HPV.

Mixto: 12
13.6%

MIxto: 3
18.7% Puntual: 24

2 7.0%

Puntual: 11
68.7%

Uniforme: 5:3
59.5%

Uniforme: 2
12.5%

~EY flnmrsctiklo infeeeiñn HPV
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Figura IVÁ4. Relación entre compatibilidad histológica con infecciónpor HPV y
patrónde distribuciónpor hibridación in sUri en biopsiascervicales.

IV.6.3. COMPARACION

MUESTRAS DE NUEVA

ENTRE MUESTRAS DE ARCHIVO Y

OBTENCION.

Los resultados obtenidos con inmunohistoqut’mica e hibridación ¡ti sita en
piezas de vulva y cérvix, según que éstas procedan de un archivo de anatomía

patológica o sean de nueva obtención, se detallan en las tablas IV.XXXIII y

IV.XXXIV. En ningún caso hay diferencia estadísticamente significativa entre los

resultados obtenidos con ambas técnicas, tanto cuando se consideran los totales

como cuando se consideran los tipos de lesión por separado (condiloma

acuminado en vulva y condiloma acuminado, LSIL y HSIL en cérvix uterino).

Aislado: 53
Aislado: 11 59.6%

68.7%

Itifocal: se
MuItifocal: 5 40.4%

31.2%

No caninatible InfeccIón U-dPV Comnatible infección ¡-¡PV
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IV.6.4. PROCEDENCIA GEOGRAFICA.

En las tablas IV.XXXV, IVXXXVI y IV.XXXVII se muestran,

respectivamente, los resultados obtenidos por inmunohistoqu imica, HIS-detecció n
e HIS-tipado para HPV en biopsias cervicales según su procedencia geográfica.

No hay diferencia significativa entre los porcentajes de positividad obtenidos con

ambas técnicas ni entre las distribuciones de los distintos grupos virales por

procedencias.

¡LESZON~

PROCED1NCZAJC:ndi1omaLSILEStLCarcinornaITotai~

AVILA’~ 3 -—- £ 16 2 16 —-- 2 10 36

SAIJA14ANCA~ 2 1 --- 5 5 --- 10 2 21

GUADALAJARA3 4 1 6 1 4 --- ---- 2 16

AY.MAflRIU4 2 1 --- 2 --- 2 --- --- 2 5

CPFMAflRIDS 7 3 4 16 1 5 --- --- 12 24

1 $4ospitat de la Segurida& Sociat. Nuestra Se~on de Sonsoles de Avda.

f4ospitat Clínico Universitario de SaLamanca.
Centro de Orientación Familiar de Guadalajara.
Centros de Saluddel Ayuntamiento de.*4adrid.Centro Penitenciario Fsienino deMadrid.

Tabla IV.XXXV. Resultadosde inmunohistoquimicapara HPV en biopsias cervicales según la
procedencia de la pieza y la lesión diagnosticada.
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PROCEDENCIA

LISIO>?

Condiloma ¡ LSIL ¡ HSIL ¡ Carcinoma 1 Total

++ + -

—

16 5

4 1

E 3

1 1

12 8

1
1

16 4

5

4 2.

2

6 ---....

+ -

AVILA’ 3 ---
3 -----

4

3 ---

9 1

2 -

9 1-

~

-

37 9

21 2

¡4 4

6 1.

27 9

SALAMANCA2

GUADALAJJARA3

AY. MP~flRID4

CPFMADRID5

i4ospital de La Seguridad Social Nuestra Señora de Sonsotes de Avila.
2 llospital Clínico Universitario desatimanca.

Centro de Orientación familiar de Guadalajara.
Centros de SalL~det Ayuntamiento de Madrid.
Centro Penitenciario F«3Ienino de Madrid.

Tabla IV.XXXVI. Resultadosde HIS-detecciónparaHPV en biopsiascervicalessegúnla procedencia
de la pieza y la lesióndiagnosticada.

PROCEDENCIA ¡ TIPO VIRAL

16/18 ¡ 31/33/51 Otros

AVILA’.

.

.11

n

15.

5

5
SALAMAN cM 1.0

GUAflALAJ APA3 3 6 1

AY. MADRID4 3 1 2

CPF MADRID5 9 9 13 1

Hospitelde Lasqnuridad Social Nuestro Señora de Sometes de AviLa.

Hospital Limito Universitario de Salamanca.

Centro de Orientación ramitiar de Guadalajara.
centros de Salud del Ayuntamiento de Madrid.

~ Centro Penitenciario Femenino de Madrid.

Tabla IV.X.XXVII. Resultadosde la técnicade HIS-tipado paraHPV enbiopsias
cervicales,segúnla procedenciageográficade laspiezas.
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IV.7. TECNICA DE DOBLE MARCAJE. 

Tras la realización de la técnica se pueden observar en el tejido tres tipos 

celulares (figs. IV.45 y IV.46): 

1. Células con núcleos de color negro, positivas por inmunohistoqu ímica 

e hibridación in situ. En la mayoría de estas células, el color negro 

debido al oro coloidal amplificado con plata enmascara el color rojo de 

la reacción positiva por hibridación. Las células con una positividad 

débil por inmunohistoquímica presentan núcleos con un punteado 

negro sobre fondo rojizo. 

2. Células con núcleos rojos, negativas por inmunohistoquÍmica y 

positivas por hibridación in sifu. 

3. Células con núcleos azul pálido, negativas por ambas técnicas. La 

coloración es debida al colorante de contraste (hematoxilina de Harris). 

Figura Iv.45. Combinaci6n de las técnicas de imnunohistoquímica e hibridación in situ 
para HPV en una biopsia de cérvix. Las c6lulas positivas por inmunohistoqu ímica 
presentan los núcleos de color negro (flecha corta). Las cklulas con núcleos de color rojo 
son positivas para los tipos 31/33/51 de HPV por hibridación in situ (flecha larga). (x 
200). 
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t-IgUra IV.46. Detalle del doble marcaje obtenido al realizar secuencialmente las 
técnicas de inmunohistoquímica e HIS-tipado para los tipos 6/11 de HPV en un condiloma 
acuminado de vulva. 



y. DISCUSION J
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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 más directa de calcularías es la
comparación con una técnica de referencia. En nuestro caso esto hubiese

supuesto un grave inconveniente, ya que la técnica considerada de referencia en

el diagnóstico de la infección por HPV es el Southern blof2 y en un laboratorio de
anatomía patológica no hay infraestructura para realizarla. Además, la supremacía

del Southern blot como técnica de referencia empieza a cuestionarse por varios

motivos:

- El desarrollo de técnicas más sensibles, como la PCR2«7

- La obtención de resultados contradictorios en varios laboratorios con
experiencia en Southern blot utilizando las mismas muestras.313.

• La existencia de muestras positivas para HPV por hibridación in s¡tu y

negativas por Southern blot, debido a la presencia de muy pocas células

infectadas pero con un elevado número de copias276277314315

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 líneas celulares con un número 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 (número

mínimo de copias del genoma de HPV/cé luía para obtener un resultado positivo).

Por otro lado, la utilización 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 hibridación ¡ti s¡tu

respecto del diagnóstico histopatológico, considerando las biopsias diagnosticadas
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de condiloma acuminado como HPV positivas por hístopatología y las biopsias

con lesiones no asociadas a HPV como negativas por histopatolog la. No se han

considerado las biopsias diagnosticadas de SIL compatible o no con infección por

HPV para realizar estos cálculos porque, como se discutirá más adelante,

probablemente un porcentaje de SIL histopatológicamente compatible con

infección por HPV tienen otra etiología distinta y vicerversa, algunos SIL

histopatológicamente no compatibles con infección por HPV son producidos por

este virus.

Tampoco se han empleado muestras correspondientes a epitelio de

distintas áreas genitales sin alteraciones por las implicaciones éticas que supone

tomar biopsias a mujeres sanas sin ningún hallazgo previo que haga sospechar
la presencia de una patología (imagen colposcópica anómala, citología cérvico-

vaginal alterada, etc.). Además, diversos autores105’16 han detectado la presencia

de genomas de HPV en epitelio normal de personas asintom áticas en porcentajes

que oscilan entre el 45% 109 y el 29%107 de la población estudiada, por lo que el

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

* La segunda consideración 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 inmunohistoqu¡’mica ehibridación in situ están

relacionados con el comportamiento del virus en cada lesión. Este

comportamiento puede estar influenciado por las características histológicas del

tejido infectado y por los diferentes microambientes presentes en las distintas

áreas 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 además de hacer sumamente tediosa la presentación de este

apartado del trabajo, podrían inducir a conclusiones erróneas. Sólo se han

considerado conjuntamente en aquellas ocasiones en las que la ausencia de
significación al aplicar un test estadístico puede ser debida a un número

insuficiente de casos y en las que además no se han observado discrepancias

en los resultados obtenidos en ambas localizaciones anatómicas.
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Una vez hechos estos dos comentarios, el resto de la discusión se

estructura siguiendo los mismos epígrafes en que se dividió el capítulo de

resultados, para hacer al final unas consideraciones globales.

Vi. CLASIFICACION DE LAS LESIONES.

El primer problema en el planteamiento del presente estudio fue la

clasificación de las lesiones cervicales. Tras varias consideraciones optamos por

una clasificación propia, basada en el sistema de Bethesda96-’66167 (LSIL y HSIL),

pero considerando el condiloma acuminado como una entidad diagnóstica

independiente de LSIL, ya que tiene unas características histopatológicas muy

bien diferenciadas respecto del resto de lesiones de bajo grado y es una lesión

claramente benigna que, salvo en muy raras excepciones, no evoluciona hacia

malignidad.

Dos son principalmente las razones que motivaron la elección del sistema

de Bethesda como base para esta clasificación:

Por un lado, desde un punto de vista semántico, la denominación “lesión
intraepitelial escamosa” define mejor el tipo de lesión que nos ocupa que la

denominación “neoplasia intraepitelial”. El término “neoplasia” tiene connotaciones

de crecimiento y por consiguiente de invasión. Es verdad que estas lesiones

tienen una potencialidad de evolución 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 espontáneamente
sin necesidad de tratamiento304. Es preferible, por ello, hablar de lesión

intraepitelial originada por una alteración en las células escamosas, bien por una

infección vírica, bien por otras etiologías.

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

evolución de una lesión. En las lesiones de alto grado (HSIL) se acepta
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universalmente la aplicación de tratamientos agresivos100 (láser, cirugía),

independientemente de factores pronósticos; pero en las lesiones de bajo grado

(LSIL) en las que el clínico puede optar entre un amplio abanico de posibilidades

terapéuticas’00 (resinas de podofilino, criocoagulacic5n, electrocoagulacic5n,
interferón, láser, etc.) es donde esa orientación pronóstica puede influir en la

elección del tratamiento más adecuado. Con el sistema de clasificación CIN, el

problema surge con los CIN II, tanto a nivel diagnóstico, por estar a caballo entre

el CIN 1 y el CIN III (lo que en ocasiones se soluciona con diagnósticos mixtos:

CIN 1-II, CIN 11-111), como a nivel de decisiones terapéuticas.

En las piezas de vulva hemos mantenido la terminología VIN, por no estar

todavía perfectamente definidos los criterios histopatológicos de LSIL y HSIL en

esta localización anatómica. En aquellos casos en que ha sido necesario

considerar los resultados globalmente para aumentar la significación estadística,

se han seguido los criterios de Crum y Nuovo9t y se han considerado las lesiones
diagnosticadas de VIN 1 como LSIL y las diagnosticadas de VIN II como HSIL.

Otro aspecto que conviene resaltar es la idoneidad de las muestras

utilizadas con lesiones asociadas a HPV en función de los objetivos que se

persiguen. En piezas de vulva, dado el escaso número de lesiones displásicas

diagnosticadas (3 VIN 1 y 3 VIN II), sólo son representativos los resultados

obtenidos en condilomas acuminados y, por tanto, no se han podido realizar

estudios con fines pronósticos. En cérvix uterino, en cambio, la distribución de las

lesiones ha permitido realizar estudios más amplios Como se puede observar en
la figura IV.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 desigualdad en los porcentajes de las

diferentes lesiones tiene, sin embargo, su explicació n lógica: en las lesiones

benignas y malignas se espera obtener resultados homogéneos, con lo que con

un número menor de muestras, éstas pueden ser representativas. En los SIL, en

cambio, se espera una mayor heterogeneidad, por lo que el número de muestras
tiene que ser mayor para que los resultados sean representativos, sobre todo

para abordar consideraciones de tipo pronóstico.
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Un pequeño inconveniente ha sido el escaso número de carcinomas, que

si bien ha sido suficiente para obtener resultados estadísticamente significativos
en la mayor parte de los estudios, en algunos ha sido necesario considerar los

resultados globalmente (vulva + cérvix) para conseguir esa significación

estadística, y en los menos ha obligado a hablar de “tendencia” en lugar de

significación estadística. Sin embargo, no ha sido posible obtener más muestras

con este tipo de lesión, ya que en el período de estudio y en los centros que

colaboraron en la obtención de nuevas muestras no se diagnosticó ningún

carcinoma y en los archivos de anatomía patológica consultados no se podía

garantizar que en fechas anteriores a las revisadas las condiciones de fijación de

las piezas fuesen las idóneas para la realización de técnicas de hibridación ¡ti s¡tu.

Un punto importante en la clasificación de las lesiones es la distinción entre

biopsias histopatológicamente compatibles y no compatibles con infección por

HPV. Los condilomas acuminados son, por definición, la consecuencia de la

infección productiva por HPV, por lo que todos han sido considerados

compatibles. De hecho no se ha descrito todavía ningún otro agente etiológico

que produzca lesiones similares.

En el resto de las lesiones se debe evitar el empleo de la coilocitosis como

único criterio histopatológico patognomónico de infección por HPV, ya que otros

agentes infecciosos (tricomonas, cándidas, Gardenerella vagina/ls) pueden

también producirla en mayor o menor grado117. Por ello, los criterios de
compatibilidad con infección por HPV deben incluir además la observación de

otras dos de las siguientes características histopatológicas: binucleación y/o

multinucleación, disqueratosis, papilomatosis y contorno nuclear irregular.

En el caso de las piezas diagnosticadas de carcinoma el estudio de

compatibilidad con infección por HPV se ha llevado a cabo no sólo en la masa de

células neoplásicas, sino también en los fragmentos de epitelio adyacentes a la

lesión invasiva, a pesar de lo cual ninguna de las muestras con este diagnóstico

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

distribución de lesiones en muestras de archivo y de nueva obtención (figura

1V5): mientras que todos los carcinomas se diagnosticaron en piezas de archivo,
en las de nueva obtención predominan los condilomas acuminados y LSIL. Esto

se puede explicar teniendo en cuenta que los archivos de anatomía patológica

revisados corresponden a centros hospitalarios y las piezas de nueva obtención

se obtuvieron en consultas de ginecología extrahospitalarias. La mayoría 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 número de pacientes con HSIL y

carcinoma es muy bajo y habitualmente se remiten al hospital correspondiente

para efectuar tratamientos más agresivos <láser o cirugía). De esta forma los
hospitales, al nutrirse de pacientes procedentes de múltiples consultas de

ginecología, realizan un efecto de concentración de este tipo de lesiones, que se

refleja en sus archivos de anatomía patológica.

V.2. LONGITUD DE EPITELIO.

La idea de que la longitud del epitelio presente en una biopsia ginecológica

puede influir en la obtención de un resultado falso negativo con la técnica de

hibridación ¡ti s¡tu surgió de nuestra propia experiencia con esta técnica, ya que

no hemos encontrado ninguna referencia en la literatura revisada al respecto. Así,

mientras que en algunas biopsias el número de células positivas es muy elevado
y su distribución a lo largo del epitelio más o menos uniforme o parcheada, en

otras el número de células positivas es muy reducido y se encuentran muy

separadas unas de otras en el epitelio; incluso en algunas biopsias se observa
una única célula claramente positiva.

Para comprobar esta hipótesis lo mejor es comparar los resultados

obtenidos con hibridación ¡ti s¡tu 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 análisis de imagen, creemos que es la mejor para efectuar las medidas

con el máximo de precisión. El software utilizado (programa MIP de Microm

España) presenta dos características interesantes: por un lado permite calibrar

el sistema con un portaobjetos graduado, de manera que el resultado de las

medidas se exprese en milímetros; por otro lado permite trazar una línea

interactiva sobre una imagen y calcula automáticamente la distancia entre los dos

extremos y el camino recorrido.

Otra característica importante es que las imágenes obtenidas con la cámara

de TV acoplada al microscopio son cuadradas, por lo que en aquellas biopsias

en las que el epitelio ocupa más de un campo se pueden captar varias imágenes

sucesivas que permitan reconstruir toda la pieza sin pérdida de ningún 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 células
es la forma más 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 infección vírica, como acantosis y

papilomatosis.

En el caso de lesiones invasivas, en las que la capa basal de células no

está conservada, lo más práctico es efectuar una medida aproximada por campos,

calibrando previamente el microscopio con un portaobjetos graduado. En nuestro

caso un campo de 100 aumentos (lOxiO) equivale a un diámetro de 1.6 mm, por

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

Para poder tabular y estudiar resultados posteriores en relación 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
medía más de 10 mm se agruparon en una sola clase, independientemente de

su longitud, pues consideramos, según también nuestra propia experiencia, que
1 cm de epitelio constituye una longitud suficientemente representativa para que
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el número de falsos negativos por hibridación ¡ti sftu en función de la longitud de

epitelio sea mínimo. De hecho, los resultados obtenidos posteriormente confirman

esta idea.

Todas las muestras cervicales con lesiones no asociadas a HPV tenían
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 utilizado se basa en el método avidina-biotina-

enzima y su elección se fundamentó en dos razones:

1. Su mayor sensibilidad frente al método clásico de peroxidasa-
antiperoxidasa, tanto en general236, como en el caso particular de la

detección de HPV en tejido de cérvix uterino, como han demostrado

Alessandri y cols37.

2. Su perfecta adaptación a metodologías basadas en el “transporte
•‘312 tienen ¡capilar de reactivos , que ~aventaja de que los lavados son

muy rápidos y muy enérgicos, con lo que se consigue un considerable

ahorro de tiempo y eliminar, prácticamente en su totalidad, los
problemas de “tinción de fondo” en las preparaciones.

La sensibilidad respecto del diagnóstico histopatológico en condilomas

acuminados, 53.8%, es baja para considerar la inmunohistoqu imica como una

buena técnica en la que basar el diagnóstico de esta infección. Ahora bien, dado

que la especificidad y el valor predictivo positivo son del 100%, sí 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 está influenciada por el tipo de infección,

productiva o no productiva, que ha originado una lesión.

El anticuerpo policlonal utilizado como primario reacciona de forma cruzada

con la proteína estructural mayoritaria de la cápside de todos los tipos de HPV,
por lo que, en teoría, es útil para diagnosticar infecciones productivas. De hecho,

Ferenczy y cols.46, Kadish y cols18 y Morin y colsi’32 han demostrado en sendos

estudios una correlación prácticamente del 100% entre positividad antigénica por

inmunohistoqui’mica y observación de partículas viricas por microscopia

electrónica.

Esto explica el resultado negativo obtenido en las tres líneas celulares,
procedentes de carcinomas cervicales y que contienen un número 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 proteínas reguladoras

específicas de HPV232-309, sobre todo las codificadas por las regiones E6 y E7,

pero en ningún caso se ha descrito que haya síntesis de proteínas estructurales

ni producción de nuevos viriones. Es logico, por tanto, que se obtenga un

resultado negativo por inmunohistoquimica, pues el anticuerpo no da reacción

cruzada con proteínas víricas reguladoras.

Los resultados obtenidos en condilomas acuminados de vulva y cérvix

uterino (58.1% y 53.8%, respectivamente) están en consonancia con los
publicados por diversos autores, que oscilan alrededor del 50% de positividad.

Como ejemplos, Schadendorf y cols.316 obtuvieron una positividad del 69%,

W¡lbur y cols.119 del 55% y Bejui-Thivolet y cols.317 del 22.2%, aunque en este
estudio las piezas estaban fijadas con solución de Bouin, por lo que sus

resultados no son perfectamente comparables con los nuestros.

En España, Jou y cols.318 obtuvieron un resultado inmunohistoqu imico

positivo en el 39.5% y 60% de condilomas acuminados de vulva y cérvíx,
respectivamente, y Ochotorena319, en un reciente estudio realizado en la

Comunidad Autónoma de Murcia, detectó antígenos de HPV en un 32.7% de
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condilomas acuminados cervicales.

Coincidiendo con lo publicado por la mayoría de los autores, el porcentaje

de positividad es menor en lesiones displásicas 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
inferiores a los publicados por Bitterman y Jenson118 en displasias leves (30%)

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

La serie presentada por Ochotorena319 es muy similar a la nuestra, ya que
detecta antígenos víricos en el 10% de biopsias diagnosticadas de CIN 1 y en el

17.2% de CIN II y CIN III, mientras que los resultados de Jou y cols.318 son
ligeramente superiores, con un 32.3% de positividad en CIN 1 y un 16% en CIN

II y CIN III. Sin embargo, dado que estos autores estudian sólo biopsias que

cumplen los criterios de compatibilidad con infección por HPV, sus resultados no

son perfectamente comparables con los nuestros.

En lesiones malignas sólo una biopsia de carcinoma epidermoide de vulva
presentó inmunorreactividad. Hay que señalar, que la positividad se observó en

dos células de una región de epitelio adyacente al carcinoma con evidencia de

VIN y en ningún caso en células de la masa neoplásica. Esta peculiaridad ha sido

también descrita por Hara y cols.320

En todos los casos positivos, independientemente de la lesión
diagnosticada, el marcaje afectó casi exclusivamente a coilocitos y células

disqueratósicas del tercio superior del epitelio, lo que apoya la idea de que es
necesario un cierto grado de maduración celular para que se transcriban los

genes tardíos estructurales del genoma vírico.
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V.4. HIBRIDACION IN SITU.

V.41. TECNICA DE DETECCION.

La sensibilidad de la técnica de hibridación in s¡tu depende de factores

como el tipo de marcaje de las sondas (radioactivo o no radioactivo) y el número

de pasos en que se realiza la detección de ese marcale. El equipo que hemos

utilizado contiene sondas marcadas con biotina y la detección se realiza en un

solo paso con un complejo estreptavidina-biotina-fosfatasa alcalina. Con la técnica

descrita en material y métodos hemos obtenido una reacción positiva en células

HeLa, que, según Schwarz y cols]’ y Mincheva y cols.311, 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 321, que necesita un sistema de

detección en tres pasos para obtener un resultado positivo en células HeLa, y

coincide con la calculada por Herrington y cols.322 (33 copias de HPV/cé luía) en

un estudio comparativo entre sondas marcadas con biotina y con digoxigenina,
combinadas con sistemas de detección en uno y tres pasos, con fosfatasa

alcalina y con peroxidasa.

En células CaSki obtuvimos una reacción positiva mucho más intensa que

en células HeLa, como corresponde a un número de copias de HPV mucho

mayor311 (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 luía311, por lo que en el conjunto de casos negativos

se incluirá un porcentaje de falsos negativos que contengan un número muy bajo

de copias de HPV/célula.

Los valores de sensibilidad y especificad calculados para la HIS-detección
respecto al diagnóstico histopatológico 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 diagnóstico de infección por HPV,

aunque con los datos que estamos manejando en este punto de la discusión es

todavía prematuro extrapolar estos valores de sensibilidad y especificidad al

resto de lesiones cervicales asociadas a HPV. Estos valores, no obstante, son

muy parecidos e incluso en algunos parámetros mejores, a los obtenidos por Pao

y cols.314 comparando la hibridación ¡ti s¡tu frente a Southern blot en material

procedente de citologías exfoliativas: sensibilidad 93.3%, especificidad 84.2%,

valor predictivo positivo 75.7% y valor predictivo negativo 96%.

Centrándonos en los resultados obtenidos con esta técnica en los distintos

tipos de lesiones, el porcentaje de positividad obtenido en condilomas

acuminados de vulva (80.7%) es superior al publicado por Bleiweiss y cols.323

(50%) y prácticamente igual al obtenido por Schadendorf y cols?16 (76S%) con

el mismo equipo de reactivos y por Wilbur y colsi19 (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.
En este sentido, Unger y cols.324 y Nuovo y RicharW5, en sendos estudios

3

comparativos frente a sondas marcadas con 5S, y Neumann y cols.278 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 hibridación ¡ti s¡tu.

Con respecto a las biopsias de cérvix, en la tabla V.l se comparan nuestros
resultados con los obtenidos por otros autores que han utilizado también la

hibridación ¡ti s¡tu como técnica diagnóstica; en cada caso se señala 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 extrañar si

tenemos en cuenta que, excepto Herrington y colsA25, ninguno de ellos
realizó una técnica de HIS-detección, sino que los porcentajes de

positividad reflejan la suma de todas las biopsias en las que se obtuvo

un resultado positivo con alguna de las múltiples sondas utilizadas por

cada investigador con técnicas de HIS-tipado (la mayoría utiliza sondas

que cubren los tipos 6,11,16,18, 31 y 33 de HPV9.

En carcinomas los resultados de los diversos autores oscilan
327alrededor 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. En LSIL es donde mayor heterogeneidad se observa en los resultados

obtenidos por diversos autores (29%-89%), debido quizás a la

aplicación de criterios distintos en el diagnóstico de este tipo de
lesiones. Nosotros hemos obtenido un resultado positivo en el 52.2%

de las biopsia, similar al publicado por Pao y cols.314 en muestras

citológicas (50%).

3. En HSIL los resultados publicados por la mayoría de los autores
oscilan alrededor del 75% y coinciden con los obtenidos por nosotros

<76.9%). Llama la atención el bajo porcentaje de positividad obtenido

por Bejui-Thivolet y cols317 (44.6%) en SIL, que se puede justificar

porque tampoco 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.329 en HSIL (50%) en una población

de Africa del Sur, de difícil explicación, si exceptuamos criterios de
distribución geográfica de los distintos tipos virales.
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Respecto de otras series españolas, nuestros resultados son ligeramente

superiores a los encontrados en la bibliografía consultada. Aznar y cols.334

obtuvieron un 77% de casos positivos en condilomas acuminados; Riera y cols335

un 47.6% en biopsias diagnosticadas de CIN 1; Domínguez y cols.336 un 44.7%

en CIN 1 y un 27% en CIN II + CIN III; y Ochotorena319 un 52.7% en condilomas

acuminados, un 12% en CIN 1 y un 37.2% en CIN II + CIN III. Sin embargo, en

ninguno de estos trabajos se utilizó una técnica de detección.

Podemos finalizar este apartado de la discusión recalcando la importancia

que tiene realizar una técnica de HIS—detección para confirmar la etiología por

HPV de este tipo de lesiones, o en su defecto, si se efectúa solamente técnica de

HIS-tipado, emplear un amplio abanico de sondas que cubran por lo menos los

tipos de HPV más frecuentes en localizaciones genitales (tipos 6,11 16, 18, 31

y 33 de HPV).

V.4.1.1. Relación entre la técnicade HIS-detecciónpara HPV y la longitud del

epitelio presente en las biopsias.

Una vez realizada la medida de la longitud del epitelio presente en las

biopsias con lesiones no invasivas asociadas a HPV y tabulados los resultados

en clases de 1 mm de amplitud, se procedió a relacionar estos datos con los

resultados obtenidos mediante HIS-detección. De esta forma se construyeron las

tablas MX y IV.XI, en las que se recoge el número de biopsias positivas para
HPV con respecto al número total de biopsas en cada clase. El análisis

estadístico de estas tablas puede ser conflictivo por el reducido número de
muestras que hay en algunas clases. Por ello se prefirió presentar estos datos
gráficamente y agruparlos de manera que fuesen más representativos. Así en la

figura VII se ilustra el porcentaje de biopsias HPV-positivas con una longitud

mínima de epitelio.

En el caso de piezas de vulva los mejores resultados se obtuvieron en
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biopsias con más de 10 mm de epitelio (89.5%), pero a la vista de la gráfica, este

parámetro no parece ser un factor importante a tener en cuenta para mejorar el
rendimiento de la técnica, pues los porcentajes de positividad obtenidos se sitúan

en la banda del 80-90%, independientemente de la longitud mínima de epitelio

en las biopsias consideradas. Esta conclusión, sin embargo, no debería

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 más aceptable concluir que en condilomas acuminados de vulva
la longitud de epitelio no influye de forma significativa en el resultado obtenido

mediante HIS-detección, aunque lo ideal es que la biopsia tenga más de 10 mm

de epitelio. Esto es lógico, ya que como se ha mencionado en varias ocasiones,

el condiloma acuminado es la manifestación clínica de una infección benigna

productiva, en la que un porcentaje muy elevado de células está infectado y

contienen un alto número de copias del genoma de HPV.

La situación es distinta en piezas de cérvix uterino. La gráfica 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 más de 1 mm de

epitelio a un 79.7% en biopsias con más de 5 mm de epitelio; un segundo tramo

en el que este porcentaje se estabiliza alrededor del 80-82%, entre biopsias con
más de 5 mm y biopsias con más 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 más de 9 mm de epitelio. En este caso, sí
parece haber una influencia de la longitud de epitelio en los resultados de la HIS-

detección.

Para estudiar la significación estadística, las biopsias se agruparon en tres

categorías: 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 gráfica

IV.8. Las diferencias entre los porcentajes de positividad en estos tres grupos

(figura IVA 3) son estadísticamente significativas, lo que implica una dependencia
entre el resultado de la técnica de HIS-detecci ón y la longitud de epitelio presente

en las biopsias. Al considerar estas tres categorías por parejas se observan
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diferencias significativas entre biopsias con menos de 5 mm de epitelio y áquellas

con 5-9 mm o más de 9 mm. No hay diferencia significativa, sin embargo, entre

biopsias con 5-9 mm y biopsias con más de 9 mm de epitelio. Esto nos permite

concluir, en principio, que las biopsias de cérvix uterino deberían tener una
longitud mínima de 5 mm de epitelio para reducir en lo posible el número de

falsos negativos por tamaño inadecuado de la muestra, aunque lo ideal sería una

longitud superior a 9 mm.

Para comprobar si esta conclusión general es válida para cada tipo de

lesión cervical, se repitió el estudio por lesiones (figura IV.1Z.

En condilomas acuminados se comprueba una vez más 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 mínima

considerada.

En LSIL la gráfica es prácticamente igual a la global de cérvix, aunque con

resultados más 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 más de 5 mm
de epitelio, un segundo tramo en el que la positividad se mantiene alrededor del

65-70% hasta biopsias con más de 9 mm de epitelio y un tercer tramo en que

aumentan los resultados positivos hasta el 74.2% para biopsias con más de 10

mm de epitelio.

En HSIL los resultados de positivad son mejores, pero la forma de la

gráfica es muy similar: una subida inicial desde el 76.9% al 85.4%, en este caso

en biopsias con más de 4 mm de epitelio; una estabilización alrededor del 86-88%
hasta biopsias con más de 6 mm; una nueva subida hasta valores próximos al

93% en biopsias con longitudes mínimas de 7 y 8 mm y, finalmente, un 100% de

resultados positivos en biopsias con más de 9 mm.

Al agrupar las biopsias en tres categorías, respetando los mismos puntos

de corte que en el estudio global (5 y 9), se comprueba que no hay diferencia
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estadística significativa en condilomas acuminados, pero sí la hay en LSIL y

HSIL. En consecuencia, la conclusión a que se llegó 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 sería de 10 mm en lugar

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

En la literatura consultada no hemos encontrado ningún trabajo que haga

referencia a la importancia que el tamaño de una biopsia puede tener para reducir

en lo posible el número de falsos negativos y, en consecuencia, mejorar el valor

predictivo negativo de la hibridación ¡ti s¡tu, 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 sólo en biopsias positivas por HIS-

detección 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/cé luía), a la de detección, ya que con ambas

técnicas se obtiene un resultado positivo en las mismas líneas

celulares, CaSki y HeLa, aunque con una clara diferencia de
intensidad en la reacción positiva, debido al distinto número de copias

de HPV en cada una de ellas31’ (400-600 copias/célula en células

CaSki y 20-50 copias/célula en células HeLa). Por ello, las muestras

positivas por HIS-detecció 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 específicas de tipos aislados de
HPV, sino que están constituidas por cócteles de sondas específicas

de los tipos virales más representativos de lo que clásicamente 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

cuál es el tipo concreto que está presente en la muestra. Así, tanto las

células CaSki como las células HeLa 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 HPV311 (HPV 16 en

células CaSki y HPV 18 en células HeLa). Tampoco se puede saber si

se trata de una infección por un único tipo viral o de una infección
múltiple por dos virus del mismo grupo de riesgo o incluso si están

presentes otros tipos virales no cubiertos con las sondas empleadas.

Desde un punto de vista semántico, estas biopsias se consideran

positivas para los tipos virales que incluye la sonda correspondiente

(biopsias positivas para los tipos 6/11 ó 16/18 ó 31/33/51 de HPV).

3. Muestras positivas para 2 6 3 sondas:

En todas las biopsias en las que se obtuvo una reacción positiva

para más de una sonda, éstas se observaron en zonas distintas del

epitelio no superpuestas, lo que se interpreta como infecciones

múltiples por dos o más tipos de HPV de distintos grupos de riesgo,

como han demostrado recientemente Herrington y cols.337. Si la
reacción positiva de cada sonda hubiese afectado a la misma zona de
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epitelio, no podríamos saber si se trata de una infección múltiple o de

una reacción cruzada. Dado que esto no se ha observado y que
tampoco se obtuvieron reacciones cruzadas en las líneas 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 atención que prácticamente en todos los

condilomas acuminados positivos por HIS-detección (23 de 25) se detectó la

presencia de los tipos 6/11 de HPV, coincidiendo con autores como Wilbur y

colsi’19, Schadendorf y cols316 y Bleiweiss y cols323, que solo detectan estos tipos

virales en los condilomas que estudian. Esto apoya el carácter benigno de este

tipo de lesiones, que en muchas ocasiones regresan espontáneamente y en muy

raras ocasiones progresan hacia una malignidad.

Kasher y Roman203 citan varios carcinomas epidermoides de vulva

positivos para HPV 6 como casos muy raros en los que se detecta una

duplicación de la región URR del genoma de este tipo viral. De los tres

carcinomas estudiados por nosotros ninguno fue positivo para HPV 6/11, pero sí

lo fueron un VIN 1 y un VIN II.

Aunque en la literatura revisada hemos encontrado varios trabajos en los

que se describen infecciones múltiples en condilomas acuminados de
119,316,331

vulva , ningun autor cita una infección 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 años de edad, con múltiples parejas sexuales,

que presentaba varios condilomas en vulva y región perianal. Las tres reacciones

positivas no se observaron, sin embargo, en sendos condilomas, sino en zonas

distintas de una misma pieza. Este condiloma podría haberse originado como

respuesta a una infección inicial por un sólo tipo de HPV y posteriores infecciones

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

Por último, merece la pena mencionar el porcentaje relativamente elevado

de positividad para los tipos 31/33/51 de HPV en comparación con lo publicado

por otros autores119316-323-331-338

V.4.2J2. Biopsias de cérvix uterino.

El primer punto a resaltar es la diferencia estad isticamente significativa en

la distribución de tipos virales por lesiones (pc2x105), reflejado perfectamente en
la figura IV 15 y que justifica el agrupamiento de los distintos tipos de HPV en

grupos de riesgo. Así, el porcentaje de deteccion de los tipos 6/11 de bajo riesgo

es máximo en lesiones benignas (condilomas acuminados), disminuye en lesiones

con potencialidad de evolución maligna a medida que aumenta el grado de la

lesión y es nulo en carcinomas epidermoides. Con los tipos 16/18 de alto riesgo

sucede lo contrario ya que no hemos obtenido ningún condiloma acuminado

positivo para estos tipos de HPV y son los más frecuentes en HSIL. Los tipos
31/33/51 de riesgo intermedio se han detectado en todas las lesiones estudiadas

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

En la tabla Vil se comparan nuestros resultados con los obtenidos por

otros autores en varios paises, incluido España, con sondas que cubren los tres

grupos de riesgo.

Lo más 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 mayoría de los autores en el extranjero,

hasta el punto de que son los tipos más frecuentes en LSIL 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.339, en Austria, obtienen unos resultados muy similares a los nuestros en CIN.
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AUTOR’

?AIS

TIPOS

.

. LESION ¡

CondiJ.oma ~SIL~

20

Carcinoma

Pan3’1
<china)

6/11 63.2 12.5

16/18 20.7 63.3 625

31/33 16.1 16.7 25

117111Lorincz20’(EEUU, Brasil fi ¿~.y Perú)
1181 20
23 ~ 60 71.9
17 6 13.3 6.2

it 6/11 78.6Reid3”(EEUU) ¡¡ 16/18 7.1
31

42.9 12.7

28.6 60 60

14.3 14.5 10

6/11
Nuovo33’
(EEUU> 16/18

31/33/35

20

33 69

30 28

Cooper32’-’”
(Sudáfrica)

6/11

16/18 43.9 100

31/33/35 36.1

Ccoper’29<330

<Inglaterra) 16/18 84 80

16 20

cii.tsch33’
(Austria>

16.6

16/16 40.5

31/33 42.9

Riera335
(España>

611 20

16 18 50

31 35 60

Ochotorena ¡

(España) 16/18

~7O8
aSmez
(Empaffa>

~ ~ 77.1

83 3 51.4

277 10

34 50 36.4

44 7 40 545

1 Primer autor del trabajo y país del c~ae proceden [as muestras estudiadas.
2 LSIL/CIN !.

~ HSIL/ClN Xl — CIN III.

Tabla Vil. Comparacidndelosresultadosporcentualesobtenidospor diversosautoresen lesiones
cervicalesmedianteHIS-tipado para HPV.
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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 algún tipo distinto que la empleada

por nosotros. Sin embargo, nuestros resultados coinciden con los obtenidos por
Riera y cols335 en Asturias y por Ochotorena319 en Murcia, por lo que otra posible

explicación es una mayor incidencia de los tipos de HPV de riesgo intermedio en
España, 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 más

habituales en nuestro medio geográfico.

Por lo que respecta a la infección múltiple, prácticamente en todos los

trabajos consultados se mencionan casos de infección por 2 ó más tipos de HPV,

pero los porcentajes varían mucho de unos autores a otros, ya que este

parámetro está muy influenciado por la técnica utilizada y por las características

epidemiológicas de la población estudiada. En nuestro trabajo sedetectó infección
múltiple en el 8.2% de las biopsias HPV-positivas, valor similar al obtenido por

Bleiweiss y cols.323 (9%).

V.5. PARAMETROS MORFOLOGICOS ASOCIADOS A LA

HIBRIDACION 11V SITU.

V.5.1. PATRON DE MARCAJE.

Cooper y cols.329, en 1991, describieron por primera vez la existencia de

tres tipos de reacción positiva por hibridación in s¡tu, a los que denominaron tipo
1 6 difuso, tipo 2 ó puntual y tipo ~ ó mixto. Estos autores asumieron en un

principio la hipótesis de que la señal de tipo 2 podía representar la integración del

genoma de HPV en el de la célula infectada. Esta hipótesis se basaba en tres

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

señal que se obtiene por hibridación ¡ti s¡tu es de tipo puntual.

- En todos los carcinomas epidermoides HPV-positivos que ellos

estudiaron la señal obtenida era de tipo puntual.

- En figuras mitóticas de un carcinoma epidermoide moderadamente
diferenciado observaron señales puntuales apareadas, que interpretaron

como reacciones positivas en cromátidas hermanas.

Para confirmar esta hipótesis, los mismos autores340 determinaron el estado

físico del genoma de HPV mediante Southern blot y análisis de restricción en 11

biopsias cervicales: 7 CIN y 4 carcinomas epidermoides. En las biopsias en las

que obtuvieron una señal tipo 1 por hibridación ¡ti s¡tu demostraron la existencia

de ADN episómico de HPV, en las que obtuvieron una señal de tipo 2
demostraron la existencia de ADN integrado de HPV y en las que obtuvieron una

señal de tipo 3 demostraron la existencia de ADN episómico e integrado de HPV.

En este trabajo Cooper y cola340 concluyen que cada tipo de señal se

corresponde con un estado físico del genoma de HPV.

Nosotros también hemos observado estos tres tipos de reacciones

positivas por hibridación ¡ti s¡tu, pero con algunas diferencias respecto de Cooper

y cols. Concretamente, estos autores aplican la terminolog<a “señal tipo 1, 2 ó 3”
indistintamente a células individuales y tejidos. Nosotros distinguimos ambos

niveles:

A nivel celular únicamente consideramos dos tipos de marcaje: uniforme

(todo el núcleo muestra una reacción positiva homogénea) y puntual (la reacción

positiva se observa en forma de puntos intranucleares). Las células que

presentan un núcleo con una reacción positiva uniforme y 1 ó varios puntos más
intensos se consideran con marcaje uniforme a diferencia de Cooper y cols. que

las consideran señal tipo 3 ó mixta.
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A nivel de tejido, y según el tipo de células positivas predominante, sí

consideramos tres tipos distintos de lo que hemos denominado “patrón de
marcaje”: patrón uniforme, que equivale a la señal tipo 1 de Cooper y cols.329;

patrón puntual, que equivale a la señal tipo 2 de Cooper y cols?29; patrón mixto,
que equivale parcialmente a la señal tipo 3 de Cooper y cols.329, ya que sólo se

considera este tipo de patrón de marcaje cuando en la biopsia se observan unas

células con marcaje uniforme y otras con marcaje puntual en proporciones

similares. Cuando predominan células en las que se combinan ambos tipos de

marcaje hemos considerado un patrón de marcaje uniforme, a diferencia de

Cooper y cols.329 que lo consideran también señal tipo 3.

La explicación que nosotros sugerimos para la existencia de estos tres

patrones de marcaje no coincide con la hipótesis de Cooper y colst0. En nuestra

opinión, el tipo de marcaje está relacionado con el número de copias del genoma

de HPVIcélula, independientemente de su estado físico. Así, el marcaje uniforme
reflejaría un número elevado de copias de HPV y el puntual un número reducido

de copias que, probablemente, en muchas ocasiones coincida con genoma de

HPV episómico o integrado, respectivamente (pero no siempre, como suponen

Cooper y cols.340).

Esta hipótesis permite explicar algunos casos que tendrían difícil explicación

con la propuesta por Cooper y cols.340 Concretamente, en algunas piezas se
observa un marcaje puntual muy débil 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 superficiales. Según la hipótesis de

Cooper y cols.340 esto reflejaría integración del genoma viral en las células basales
y parabasales y mantenimiento de la forma episómica en células de los tercios

superior y medio del epitelio. Sin embargo, parece más lógico suponer que, de

acuerdo con la biología viral, el número de copias del genoma de HPV en células

basales (la infección se inicia en estas células) y parabasales (a este nivel se
transcriben los genes reguladores de HPV y se inicia la replicación de su ADN)

es bajo y aumenta progresivamente a medida que se produce la maduración

celular, siendo máximo en las células de capas superficiales, en las que se
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efectúa el ensamblaje de los nuevos viriones. En nuestro estudio, todas las

biopsias en las que se observó esta gradación se contabilizaron como patrón de

marcaje uniforme, puesto que el número de células con este tipo de marcaje era,

globalmente, muy superior al de células con marcaje puntual.

Un caso distinto es el de biopsias con patrón 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. Según nuestra

hipótesis, el comportamiento del virus en esas lesiones variaría de unas células

a otras: mientras que en unas, probablemente, se llevaría a cabo el ciclo viral
completo (marcaje uniforme), en otras este ciclo viral se habría interrumpido,

posiblemente por integración del genoma vírico en el de la célula infectada, por

lo que el número de copias de HPV se mantendria bajo (marcaje puntual>. En

este caso nuestra hipótesis coincidiría con la de Cooper y colst0

En las células con ambos tipos de marcaje simultáneo, según Cooper y

cols,329330~0 coexisten ambos estados físicos del genoma de HPV. En nuestra

opinión esto no tiene por qué ser necesariamente así. De hecho, con microscopia

electrónica se observan, en células infectadas por HPV, acúmulos de partículas
víricas intranucleares formando pseudocristales, además de partículas vir’¡cas

aisladas. En estas células, en las que se está produciendo el ensamblaje de

nuevos virus, es muy probable que haya un gran número de copias episómicas

del genoma de HPV, lo que determinaría un marcaje uniforme por hibridación ¡ti

s¡tu, a la vez que esos acúmulos de partículas víricas podrían originar señales
puntuales de gran intensidad. Dado que, en cualquier caso, el número de copias

de HPV probablemente es elevado, nosotros consideramos estas células con

marcaje uniforme, como ya se ha mencionado antes.

Lo que sí parece claro es que los tres patrones de marcaje reflejan

distintas situaciones de la infección por HPV y no son consecuencia de factores

ajenos a la biología viral, como son variaciones en la manipulación y
procesamiento de las muestras o en la realización de la técnica. En este sentido,

en la literatura revisada únicamente hemos encontrado dos grupos que hagan
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referencia a tipos de marcaje, y ambos emplean técnicas de hibridación ¡ti s¡tu

diferentes entre sí y distintas de la empleada por nosotros: Cooper y
ya citados, que usan sondas marcadas con digoxigenina y detección del marcaje

en tres pasos y, muy recientemente, Pólla nen y cols.341, que asumen la

terminología de Cooper y que emplean un equipo comercial basado en sondas

biotiniladas distinto del nuestro.

En definitiva, creemos que la observación del patrón de marcaje aporta una

valiosa información en el estudio de la infección por HPV, bien respecto al número

de copias de HPV/célula, bien respecto al estado físico de éstas (y,

probablemente, respecto de ambas en muchas ocasiones). Cooper y cols.340

apuntan que las lesiones con señal puntual pueden evolucionar peor, pero no han
realizado ningún estudio estadístico 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, razón por la

que hemos efectuado un estudio con fines pronósticos.

V.5d.1. Biopsias de vulva.

Los resultados obtenidos en vulva apuntan hacia una distrlbucbn asimétrica

de los patrones de marcaje en las distintas lesiones. Mientras que en la mayoría

de los condilomas acuminados (20 de 22) se observó un patrón uniforme, en los

tres carcinomas epidermoides se observó un patrón puntual.

Por lo que respecta a la relación de los patrones de marcaje con los tipos

virales detectados, todas las biopsias en las que se observó un patrón puntual

fueron positivas para los tipos 31/33151 de HPV o para tipos no cubiertos con las
sondas utilizadas. En contraposición, en todos los casos, excepto uno, en que se

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

Al estudiar la distribución de patrones de marcaje en los distintos tipos de

lesión (fig. IV.20) se observa una clara tendencia hacia un mayor porcentaje del

patrón puntual a medida que aumenta el grado de la lesión, siendo mínimo en
condilomas acuminados y máximo en carcinomas epidermoides. Sin embargo,

estadísticamente no hay una diferencia significativa, posiblemente por el pequeño

número de carcinomas estudiado.

En donde sí se demuestra una diferencia estadísticamente significativa es

en la relación entre patrón de marcaje y tipo viral (fig. IV.21), con una clara

asociación entre los tipos de bajo riesgo y el patrón uniforme por un lado, y los

tipos de riesgo intermedio y alto (sobre todo los primeros) y el patrón puntual. Hay

que destacar, en este sentido, que no hemos encontrado ninguna biopsia positiva

para los tipos 6/11 de HPV con un patrón puntual.

Todo esto nos induce a pensar que las lesiones en las que se detecta un

marcaje puntual por hibridación ¡ti s¡tu pueden tener peor pronóstico que aquellas

lesiones de igual grado y producidas por el mismo tipo viral pero que presentan

un marcaje uniforme. Una posible justificación de esta idea se basaría en la

hipótesis formulada antes de que el patrón puntual refleja un bajo número de

copias de HPV/cé luía, con lo que ello implica de no realización del ciclo viral

completo y posible integración en el genoma de la célula infectada. Esta teoría se
apoyaría también en la relación observada entre patrones de marcaje y resultados

de la técnica de inmunohistoqui’mica (tabla IV.XVII), puesto que prácticamente

todas las biopsias con patrón 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 explicación para validar esta

teoría: la observación 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 más alto grado y malignidades y,
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por supuesto, el porcentaje de progresión es muy inferior al 30%. Según la

hipótesis de Cooper y cols.MO el genoma viral se encontraría de forma integrada

en estas biopsias y, sin embargo, no progresarían. Esto invalidaría el patrón de

marcaje como factor pronóstico.

Según nuestra hipótesis es posible otra explicación. Todos los condilomas

con patrón puntual fueron positivos para los tipos 31/33/51 de HPV. Estos tipos
de riesgo intermedio se caracterizan, según Lorincz y cols.207, porque las lesiones

que producen evolucionan muy lentamente. Este hecho puede ser el reflejo de

una tasa de replicación muy baja, que determinaría un número bajo de copias de
su genoma, incluso en infecciones productivas. De hecho, uno de esos 7

condilomas acuminados fue positivo por inmunohistoqu imica. Es posible, por

tanto, que para estos tipos virales el patrón de marcaje tenga diferente

significación en lesiones benignas y lesiones premalignas y malignas. De todas

formas, si tenemos en cuenta que los tipos 31/33/51 son los más frecuentes en

carcinomas epidermoides en nuestra casuística, seguimos manteniendo que el

patrón de marcaje puede ser un buen factor pronóstico sobre la evolución de una

lesión.

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 información. Una vez comprobado que hay diferencia estadística

significativa en la distribución de los tres patrones de marcaje en cada tipo de

lesión (pcO.OO3), los datos se agruparon para poder estudiar tablas de

contingencia de 2x2, considerando las lesiones por parejas (tablas IV.XVIII y

IV.XIX).

En primer lugar se estudió la relación entre el patrón de marcaje puntual y

el grado histológico de la lesión. Se utilizó la razón de ventaja como medida de la
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asociación entre ambos parámetros. Los valores obtenidos demuestran una

elevada asociación entre el patrón puntual y el carcinoma epidermoide, lo que
sugiere que este parámetro puede ser considerado como un factor de riesgo en

la evolución de una lesión hacia una malignidad, en el sentido de que una biopsia

diagnosticada de SIL en la que se observe un patrón de marcaje puntual por

hibridación ¡ti s¡tu tiene una probabilidad mayor de evolucionar a carcinoma
epidermoide que otra lesión de igual grado histológico en la que se observe un

patrón 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 patrón de marcaje como un factor pronóstico.

En segundo lugar, se repitió este estudio considerando conjuntamente los

patrones puntual y mixto, ya que en las biopsias en las que se detecta este último
hay una población celular importante que contiene, presumiblemente, un número

bajo de copias de HPV y, por lo tanto, pueden evolucionar de forma similar a una

lesión con patrón puntual. En efecto, se demuestra una fuerte asociación entre

ambos patrones y el carcinoma epidermoide (razón de ventaja de riesgo 10.69

cuando se comparan carcinomas y SIL) y el riesgo relativo de evolución de SIL
a carcinoma es también mucho mayor (8.52).

En nuestra opinión, las SIL HPV-positivas por hibridación in s¡tu con un

patrón de marcaje puntual o mixto tienen, por tanto, peor pronóstico que aquéllas

en las que se observa un patrón 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.119 mencionan que el número y distribución de células
positivas por hibridación ¡ti s¡tu varía mucho de unas lesiones a otras, desde una

sola célula positiva hasta prácticamente 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 característica morfológica de la

hibridación ¡ti s¡tu, a la que hemos llamado “patrón de distribución” y hemos

considerado dos patrones diferentes: multifocal y aislado. La explicación de los

mismos con respecto a la biología viral no está muy clara. Wilbur y cols.119

consideran que es el reflejo de una microheterogeneidad de expresión de HPV,
pero no explican la causa de la misma.

Parece claro que, a diferencia del patrón de marcaje, no existe una relación
directa entre número de copias de HPV/célula y patrón de distribución, ya que, por

un lado, hemos observado dos carcinomas con un patrón de distribución

multifocal en los que todas las células positivas presentaban un único punto

intranuclear (patrón de marcaje puntual), por lo que se presupone un número muy

bajo de copias/célula; por otro lado, en varias biopsias con diversos diagnósticos

se combinan un patrón de distribución aislado con un patrón de marcaje uniforme.

Sí parece existir cierta relación entre patrón de distribución aislado e

infección no productiva, puesto que la mayor parte de las biopsias con este patrón

(68 de 73) fueron negativas por inmunohistoqu imica. Sin embargo, la relación

contraria entre patrón multifocal e infección productiva no se observa, ya que el

porcentaje de biopsias con este patrón positivas y negativas por

inmunohistoqui’mica es similar (55.3% y 44.7%, respectivamente>.

Una posible explicación se basa en el propio mecanismo de infección.

Actualmente se asume que la infección por HPV se inicia en las células de la

capa basal y que el virus alcanzaría esta capa a través de alteraciones o

microlesiones del epitelio96. Estas células son permisivas pero en ellas no se

puede llevar a cabo la síntesis de nuevos viriones, pues para ello se necesita un

microambiente celular que únicamente se da en células epiteliales maduras

(queratinocitos). Una vez que el ADN virico alcanza el núcleo de la célula

infectada, comienza la síntesis de proteínas reguladoras y la replicación vírica, de

forma que todas las células epiteliales que se deriven de ella estarán infectadas.

Si se producen infecciones simultáneas de varias células basales próximas, a

partir de ellas se originarán grupos o clones de células infectadas, que puede
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traducirse en un patrón de distribución multifocal o parcheado al realizar una
técnica de hibridación in s¡tu. Puede ocurrir también que una célula basal infectada

entre en mitosis antes de que comience la replicación del ADN viral, de manera

que el material genético vírico se incorpore exclusivamente en una célula que

haya perdido la capacidad de dividirse. Esto daría lugar a un patrón de

distribución aislado. Otra posibilidad es que la infección inicial afecte también a

células parabasales inmaduras, todavía permisivas, pero sin capacidad de

división, lo que igualmente daría lugar a un patrón de distribución aislado.

Es muy posible que el patrón de distribución no tenga una única explicación
sino que sea el reflejo de un cúmulo 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 hibridación ¡ti s¡tu o positivas con un patrón aislado, hecho que

también han descrito Ochotorena319 y Toki y Yajima342.

V.5.2XBiopsias de vulva.

Al igual que ocurría con el patrón de marcaje, los resultados obtenidos en

vulva apuntan hacia una distribución asimétrica de este parámetro, puesto que en

condilomas acuminados predomina el patrón multifocal, mientras que en todos los

carcinomas se observó un patrón 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 patrón
multifocal, en SIL y carcinomas predomina el patrón aislado. Esta dualidad, que

se observa claramente en la figura IV.29 se traduce en una diferencia
estadísticamente 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 (pc0.005) cuando se consideran los resultados

globalmente, lo que indica que hay una relación entre el patrón de distribución y

el tipo de lesión. Sin embargo, este dato únicamente refleja la dualidad ya
señalada, 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 parámetro se pueda considerar un buen factor pronóstico tiene

que cumplir dos requisitos: su distribución en las distintas lesiones debe reflejar,
globalmente, una diferencia significativa estad isticamente 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 lesión

intraepitelial evolucione hacia carcinoma.

En el caso del patrón de distribución se cumple sólo uno de los dos
requisitos, por lo que no parece ser un buen factor pronóstico, al menos cuando

se considera de forma aislada.

Cuando se estudia la relación entre patrón de distribución y los tipos virales
detectados se observa una dualidad similar: hay una clara asociación entre el

patrón multifocal y los tipos de bajo riesgo y entre el patrón aislado y los tipos de

riesgo intermedio y alto, que estadísticamente se traduce en diferencias

significativas entre los tipos 6/11 y 16/18 ó 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 hibridación ¡ti s¡tu numerosos

autores señalan que la reacción positiva puede afectar a células de todas las

capas del epitelio, aunque lo más frecuente es que afecte sólo a células del tercio

superior.

Nosotros también hemos observado este fenómeno y hemos agrupado las

muestras en tres categorías según el tercio de epitelio (superior, medio o inferior)

en el que se encontraron células positivas más próximas a la capa basal. Como

en el caso del patrón de marcaje, es posible que esta característica morfológica

de la hibridación ¡ti s¡tu esté relacionada con el número de copias de HPV/célula,

que 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 ningún

trabajo en el que se relacione este parámetro con la evolución de las lesiones.

V.5.3.1. Biopsias de vulva.

Los resultados obtenidos en vulva muestran una clara asociación entre la

presencia de células positivas en el tercio medio del epitelio y condilomas
acuminados, 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

lesión diagnosticada y del tipo viral detectado. Esto se traduce en que las

diferencias encontradas entre las lesiones consideradas o entre los tres grupos
virales de riesgo no son estad isticamente significativas. En consecuencia, no se
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puede considerar esta característica como factor pronóstico.

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

PATRON DE DISTRJBUCION.

Como hemos comentado anteriormente, el patrón de distribución no puede

ser utilizado de forma aislada como factor pronóstico, pues aunque 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 parámetro esté relacionado con el mecanismo de infección

o la respuesta inmune local, hemos estudiado conjuntamente el patrón de

marcaje y el patrón de distribución para ver si de esta manera se consigue mayor

significación estadística.

En efecto, tras agrupar los datos de vulva y cérvix en tablas de

contingencia de 2x2 se observa una asociación entre la combinación patrón de

marcaje puntual/patrón de distribución aislado y el carcinoma epidermoide (razón
de ventaja 4.11 cuando se la compara con SIL). Esto se traduce en un riesgo

relativo de evolución de SIL a carcinoma de 3.35 para aquellas piezas en las que

se observen ambos patrones.

En consecuencia, el patrón de marcaje, tanto de forma aislada, como
asociado con el patrón de distribución es un buen indicador del riesgo de

evolución de una lesión.

Por lo que respecta a la relación de estos dos patrones con los tipos virales
hay que destacar por un lado la asociación de la combinación uniforme/multifocal

con los tipos 6/11 de HPV y por otro lado la asociación de la combinación
puntual/aislado con los tipos 16/18 y 31/33/51 de HPV.

Una vez más, 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 realización de

estudios comparativos, tanto entre las técnicas utilizadas como entre muestras

con distintas características histopatológicas o distintas procedencias. Para ello

se han considerado sólo las biopsias con más de 5 mm de epitelio, a fin de que
las conclusiones obtenidas tengan la mayor validez posible.

V.6.1. COMPARACION ENTRE INMUNOHISTOQUIMICA E

HIRRIDACION IN 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 situación ideal (longitud de epitelio

superior a 5 mm).

Con respecto a la inmunohistoqu imica se observa un aumento de la

sensibilidad en condilomas acuminados, que pasa del 58.1% en vulva y 53.8%

en cérvix uterino cuando se consideran todas las biopsias al 62.1% y 60.9%,

respectivamente, al considerar sólo biopsias con más de 5 mm de epitelio. Esta

sensibilidad está muy próxima a la obtenida por Schadendorf y colsY6 (69%) y
es igual a la obtenida por Jou y cols.316 en España (60%) en condilomas

acuminados de cérvix.

Por lo que respecta a la hibridación ¡ti s¡tu, 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 más 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 teoría más sensibles. Así, Lorincz y cols. , con

Southern blot, obtienen unos resultados prácticamente iguales a los nuestros en

CIN 1(70.8%) y CIN II + CIN III (88.2%) y ligeramente inferiores en carcinomas

escamosos (82.1%). Riou y colst3, con Southern blot y PCR, obtienen un 83.1%

de carcinomas escamosos positivos, porcentaje que asciende al 87.7% cuando

consideran sólo muestras procedentes de Argel, pero que en cualquier caso es
inferior a nuestro resultado. lwasaka y colsY4, también con una combinación de

Southern blot y PCR, obtienen un 941% de positividad en carcinomas cervicales,
ligeramente superior a nuestro 91.7%.

Esto constituye una prueba más a favor de la importancia que tiene el

tamaño de una biopsia, y más concretamente la longitud de epitelio presente en
la misma, para que los resultados de la hibridación ¡ti s¡tu sean lo más fiables

posible y comparables con la técnica de referencia.

Al discutir los resultados de la hibridación ¡ti sita en el total de biopsias se

comentó que la sensibilidad calculada para la técnica en condilomas acuminados

de cérvix (92.3%) todavía no podía extrapolarse a otras lesiones. Pues bien,

ahora sí estamos en condiciones de poder hacerlo. Al aplicar un test estadístico
a los resultados obtenidos en las distintas lesiones se obtiene que existe una

diferencia significativa (pc0.02). Si nos fijamos en la figura IV.41 se aprecia que

esta diferencia se debe al peor resultado obtenido en LSIL (68.4%) en

comparación con el resto de lesiones. De hecho, si repetimos el test estadístico
considerando conjuntamente LSIL y HSIL o sin considerar las LSIL, las

diferencias en los porcentajes de positividad en cada lesión no son significativas.

Esto nos permite suponer que la sensibilidad de la hibridación ¡n s¡tu en HSIL y

carcinomas es muy parecida a la calculada en condilomas acuminados (95.6%

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

Ahora bien, ¿por qué los resultados de la hibridación ¡ti s¡tu en LSIL no

están 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 estadísticamente. Además, este fenómeno también ha sido observado
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por otros autores, aunque ninguno de ellos lo explica: Faulkner-Jones y cols.328

obtienen un 33.3% de positividad en CIN 1 y un 76.9% en CIN II + CIN III; Pao

y coís.~1t 50% en CIN 1 y 76.9% en CIN II + CIN III; Meyer y cols.332, 29% en CIN
1 y 69% en CIN II + CIN III; y Ochotorena319, 12% en CIN 1 y 37.2% en CIN II +

CIN III.

Una posible explicación es que parte de las lesiones diagnosticadas de

LSIL pueden representar lesiones de grado superior (HSIL) en período de

regresión. Nasielí y cols311, en un estudio de seguimiento a largo plazo de 894

pacientes con displasia moderada, observaron regresión en el 54% de los casos.
La regresión de una lesión depende en gran medida de una buena respuesta

inmune, en este caso a nivel local, que muy probablemente negativizaria la

detección de HPV por hibridación ¡ti s¡tu. Esta teoría se ve apoyada

indirectamente por los resultados de varios autores: Toki y Yajima342 encontraron

en lesiones cervicales una asociación estadísticamente significativa entre

ausencia de inmunorreactividad y la presencia de un intenso infiltrado inflamatorio

y Ochotorena319 encontró una asociación significativa entre la presencia de

infiltrado inflamatorio intenso y CIN 1, lesiones en las que obtuvo el porcentaje

más bajo de positividad por hibridación ¡ti s¡tu (12%). Nosotros también hemos
observado un infiltrado linfocitario en algunas LSIL HPV-negativas, pero no en

todas.

Otra explicación es que parte de las lesiones diagnosticadas de LSIL no
son producidas por HPV, pero este punto lo trataremos un poco más adelante al

comentar los resultados obtenidos en biopsias compatibles y no compatibles con

infección por HPV.

Al comparar ambas técnicas se observa que el número de muestras
positivas por inmunohistoqui’mica es siempre menor que por hibridación ¡ti s¡tu,

tanto en vulva como en cérvix (diferencias estad isticamente significativas). El

valor más elevado de sensibilidad de la inmunohistoqua’mica frente a la hibridación

¡ti s¡tu se obtiene en condilomas acuminados de vulva (72%). En cérvix, el valor
más 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 información aportada por la hibridación
¡ti s¡tu en cuanto al tipo de virus presente en una lesión, ha determinado que en

muchos laboratorios de anatomía patológica se abandone la técnica de

inmunohistoqui’mica en el diagnóstico de esta infección. Es evidente que el

diagnóstico, como tal, no puede hacerse con esta técnica, pero nosotros

consideramos que debería utilizarse como técnica complementaria, ya que aporta

una información muy útil que no puede obtenerse mediante hibridación ¡ti s¡tu: la
naturaleza productiva o no productiva de una infección por HPV. Este dato puede

constituir otro importante factor pronóstico, pues, como se comprueba en la tabla

IV.XXIX, las diferencias en los resultados obtenidos por lesiones son

estadísticamente significativas y al estudiarlas por parejas se obtiene una fuerte

asociación entre resultado positivo por inmunohistoqu imica y lesiones benignas
y viceversa, resultado negativo por inmunohistoqu imica y lesiones con

potencialidad de evolución maligna (razón de ventaja de riesgo 7.25). El hecho

de que no se obtenga una diferencia significativa entre SIL y carcinomas es

debido probablemente al bajo número de carcinomas estudiado y ello nos impide

dar una medida estadística del riesgo o probabilidad de que una SIL IHO-negativa

evolucione hacia carcinoma. Sin embargo, dada la tendencia tan clara observada

en el sentido de disminución de inmunorreactividad con el grado histológico de la

lesión, creemos que el resutado inmunohistoquimico debe ser considerado un

importante factor pronóstico.

Al comparar la inmunohistoqu¡’mica con HIS-tipado se observan diferencias

estadísticamente significativas (pclOj en la sensibilidad de la
inmunohistoqui’mica respecto de los distintos tipo virales. Hay una clara

asociación entre tipos 6/11 de HPV y resultado positivo por inmunohistoqu imica

y entre tipos 16/18 y 31/33/51 de HPV y resultado negativo. Esta es una prueba
más de que los tipos de riesgo intermedio y alto producen con mayor frecuencia
infecciones no productivas. De nuevo no hay diferencias significativas entre los



Estudio de La infecci&, cenital flor HPV DISCUSION 192

tipos 16/18 y 31/33/51.

Es posible que una parte de las lesiones IHO-negativas, sobre todo los

condilomas acuminados, represente lesiones en regresión a consecuencia de una

respuesta inmune adecuada.

Esta claro que una paciente con una lesión HPV-positiva por hibridación ¡ti

s¡tu debe considerarse potencialmente infectante, pero si la técnica de
inmunohistoqui’mica 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 HPV.

A la vista de los datos de las tablas IV.XXX y IV.XXXI lo primero que hay

que señalar es que los criterios histopatológicos de compatibilidad con infección

por HPV son muy poco específicos, puesto que en vulva todas las lesiones no

compatibles con infección por HPV son positivas por hibridación in s¡tu y en cérvix

no hay diferencia significativa estad isticamente entre los resultados de esta

técnica en ambos tipos de lesión.

Si analizamos un poco más detenidamente ambas tablas comprobamos

que tan sólo un carcinoma de vulva fue positivo por inmunohistoqui’mica (y como

ya se ha mencionado en una localización ajena al tejido neoplésico); el resto de

lesiones no compatibles con infección por HPV en ambas localizaciones

anatómicas fue IHO-negativo. Esto parece indicar que los criterios de

compatibilidad con infección por HPV son el reflejo de alteraciones celulares,

relacionadas con la interacción virus-célula, características de infecciones

productivas. Ahora bien, si esto es cierto ¿cómo se explica el reducido número
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de LSIL y HSIL compatibles con infección por HPV y positivas por

inmunohistoquimica? Según Monsonégo’00, el proceso de carcinogénesis inducida

por HPV puede seguir dos vías diferentes: una vía rápida, muy rara, en la que la

integración del genoma de HPV se produciría al poco tiempo de la infección y

daría lugar al desarrollo rápido de carcinomas epidermoides, sin pasar

prácticamente por estadios preneoplásicos (SIL>; y otra vía lenta, la más habitual,

en la que la integración del genoma de HPV se producirla de una manera

progresiva debido a la acción de ciertos cofactores (tabaco, carencia de beta-

caroteno, inmunodepresión, etc.) y en la que la aparición de un carcinoma biene

precedida de SIL de bajo y alto grado. Esta vía lenta puede desarrollarse a partir
de infecciones productivas.

Según esta teoría, las lesiones intraepiteliales compatibles con infección por

HPV e IHQ-positivas serían la consecuencia de infecciones productivas benignas;

las SIL compatibles con infección por HPV e IHO-negativas representarían, bien

lesiones en regresión por una buena respuesta inmune, bien lesiones productivas
en las que se ha iniciado el proceso de integración y han perdido ya la

inmunorreactividad, bien lesiones no productivas en las que a consecuencia de

la lentitud del proceso de integración, el ciclo viral se ha desarrollado lo suficiente

como para que se produzcan las alteraciones celulares típicas de compatibilidad

con infección. Las SIL no compatibles con infección por HPV representarían

mayoritariamente integración del genoma de HPV.

Nuestros resultados apoyan esta hipótesis, ya que en lesiones no

compatibles con infección únicamente se han detectado virus de riesgo intermedio

y alto y además se observa una clara asociación de estas lesiones con el patrón

de marcaje puntual por hibridación ¡ti s¡tu (diferencia estadísticamente significativa

con lesiones compatibles con infección, p<0.04). En este punto conviene señalar

que la proporción 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 replicación de los tipos de riesgo intermedio, ya mencionada
con anterioridad, que daría lugar a lesiones histopatolágicamente no compatibles,

incluso sin integración del genoma virico.
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Por todo ello, creemos que la hibridación ¡ti s¡tu se debe realizar en todas

las biopsias diagnosticadas de SIL, independientemente de que sean compatibles
o no con infección por HPV y sugerimos que las SIL no compatibles con infección

e HIS-positivas tendrían peor pronóstico que aquellas compatibles con infección.

Otro aspecto interesante de la tabla IV.XXXI es que aunque consideremos

sólo las lesiones compatibles con infección por HPV, el porcentaje de positividad

por hibridación in s¡tu en LSIL es sensiblemente inferior al del resto de lesiones,

lo que parece indicar que un porcentaje de LSIL histopatológicamente compatible

con infección por HPV tiene una etiología distinta. Esto es hasta cierto punto
lógico, ya que la categoría LSIL engloba lesiones en las que la atipia citológica

(anisonucleosis, hipercromatismo) no es muy grande y se observa

exclusivamente en el tercio superior del epitelio. Estas alteraciones son

producidas no sólo por HPV, sino también por múltiples agentes etiológicos y de

ahí que se separen las lesiones compatibles de las que no lo son. Por otra parte,
las características hitopatológicas de compatibilidad con infección por HPV118’79

(coilocitosis, binucleación o multinucleacián, disqueratosis, papilomatosis, contorno

nuclear irregular) se encuentran también por separado en otras patologías,

algunas de ellas infecciosas11 7• De hecho un porcentaje importante de pacientes

en las que se diagnostican este tipo de lesiones refiere historias de cervicitis de

repetición e infecciones por diversos gérmenes. Recientemente Cancelo68

encontró que el 69.6% de una población con alteraciones colposcó picas y/o

histológicas compatibles con infección por HPV presentaban infección por uno o

dos gérmenes. Es posible, pues, que parte de las LSIL compatibles con infección

por HPV sean realmente originadas por otros agentes etiológicos. El porcentaje

de progresión de estas lesiones sería muy pequeño en comparación con las

lesiones producidas por HPV, lo que explicaría 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

hibridación ¡ti s¡tu se realiza sobre muestras incluidas en parafina con varios años

de antigúedad328331. Todos los autores coinciden en que esta técnica es

perfectamente válida para este tipo de estudios, pero los resultados que obtienen

varían mucho de un trabajo a otro (ver tabla VI). Probablemente estas diferencias

son debidas a variaciones en las sondas y su marcaje, técnicas de detección,

procedencia geográfica de las muestras, características epidemiológicas de las

poblaciones estudiadas, etc.

No hemos encontrado, sin embargo, ningún trabajo en el que se comparen

los resultados obtenidos en muestras de archivo y de nueva obtención. Nosotros

pensamos que la validación de todos los resultados obtenidos en este trabajo y,

por lo tanto, de todas las conclusiones, pasa por la confirmación de que

realmente no hay diferencia entre un tipo de muestras y otro a la hora de realizar

técnicas de inmunohistoqu imica e hibridación ¡ti s¡tu.

El estudio comparativo realizado demuestra que estadísticamente 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 lesión por

separado.

Esto indica que en tejidos fijados en formol tamponado e incluidos en

parafina se conserva perfectamente la antigenicidad para HPV y el ADN vírico no
experimenta ningún proceso de degradación (por lo menos durante los años

revisados en este estudio). Se puede concluir, pues, que los estudios

retrospectivos sobre la infección genital por HPV en este tipo de material son

perfectamente válidos.
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V.6.4. PROCEDENCIA GEOGRÁFICA.

Como ya se ha mencionado, hemos obtenido un porcentaje de lesiones

positivas para los tipos 31/33/51 de HPV superior al publicado por otros

en poblaciones procedentes de diversos países. Para

descartar que esto sea debido a una mayor prevalencia de estos tipos en alguna
de las procedencias geográficas de que hemos obtenido las muestras, se realizó

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

No se encontró ninguna diferencia estad isticamente significativa en la

distribución de los distintos tipos virales por procedencias. En todas ellas el mayor

porcentaje correspondió 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 número de las mismas,

La concordancia de nuestros resultados con los obtenidos por Riera y

cols.336 en Asturias y por Ochotorena319 en Murcia justifican la idea de que en

España, o al menos en algunas comunidades autónomas, la tasa de incidencia

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

V.7. TECNICA DE DOBLE MÁRCAJE.

La detección simultánea de antígenos víricos y secuencias génicas

específicas de HPV puede ser de gran interés para comprender algunos aspectos

de la biología viral y de la interacción virus-célula infectada.

En los últimos años se han publicado varias técnicas que combinan la

inmunohistoqui’mica y la hibridación ¡ti s¡tu345351. Las primeras que se

describieron345~a4e se basaban en la realización seucencial de un método
inmunohistoqu¡’mico, que empleaba peroxidasa como enzima marcadora y

diaminobencidina (DAB) como cromógeno, y de una hibridación ¡ti s¡tu con sondas
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marcadas radioactivamente, Después se sustituyeron las sondas radioactivas por

sondas biotiniladas y se desarrollaron varios procedimientos con la finalidad de

obtener dos reacciones coloreadas claramente distinguibles. En la tabla V.lll 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 que se realizan ambos métodos. Van der

Loos y cols.348 y Graham y cols.351 ensayaron varios protocolos en los que

cambiaban el orden de realización de la inmunohistoqurmica y la hibridación ¡ti

s¡tu. Ambos concluyen que los mejores resultados se obtienen realizando primero
la detección antigénica y a continuación la hibridación. Esto es lógico ya que la

hibridación implica un calentamiento por encima de los 900C para desnaturalizar

la 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 otro y que tengan buen

contraste respecto de la tinción de fondo. Además la reacción positiva de la

inmunohistoqu¡’mica debe ser insoluble en alcohol y resistir temperaturas

elevadas, pues durante la hibridación hay que deshidratar el tejido y, como ya se

ha mencionado, calentar a más de 900C.

La combinación que proponemos responde perfectamente a estos dos

interrogantes: el oro coloidal amplificado con plata es insoluble en alcohol, resiste

bien las temperaturas elevadas y su color negro se distingue perfectamente del

color rojo del aminoetilcarbazol (AEC).
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Esta técnica posibilitará la realización de nuevos estudios. Por un lado,

permite cuantificar mediante análisis de imagen el porcentaje de células

infectadas en las que se están transcribiendo los genes estructurales de HPV.

Esto puede tener una gran importancia pronóstica. Como ya se ha señalado,

normalmente la integración del genoma de HPV es un proceso lento, inducido por

determinados cofactores, que puede producirse en cualquier momento durante

la infección, incluso a partir de infecciones productivas. Por ello, el cálculo de este

porcentaje puede tener gran interés, pues valores bajos pueden indicar

precozmente el inicio de ese proceso de integración.

Por otro lado, a medida que se vayan desarrollando anticuerpos

monoclonales específicos de proteínas reguladoras de los distintos tipos virales,

esta técnica permitirá profundizar en los mecanismos de la infección y en la

interacción virus-célula.

Finalmente, la técnica puede aplicarse también para detectar

simultáneamente secuencias génicas específicas de HPV y proteínas celulares no

víricas. De esta forma se puede estudiar la relación entre tipos virales y

oncoproteinas, profundizando en los mecanismos de la carcinogénesis inducida

por HPV.

V.8. CONSIDERACIONES GLOBALES.

A la vista de todo lo expuesto hasta ahora creemos que la hibridación in

s¡tu con sondas no radioactivas es la técnica de elección para el diagnóstico

rutinario de la infección por HPV en biopsias ginecológicas, por varios motivos:

Su sensibilidad en muestras con una cantidad suficiente de epitelio (más
de 5 mm de longitud) es similar a la del Southern blot y sólo ligeramente

inferior a la de la PCR.
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- No requiere infraestructura o aparataje especifico.

Es rápida (la técnica utilizada por nosotros se realiza en una mañana) y

prácticamente no requiere entrenamiento especial del personal que la
realiza, sobre todo si se tiene experiencia en técnicas de

inmunohistoquimica.

- No requiere destrucción del tejido, por lo que sus resultados se
complementan con información histológica, importante en casos de

infección múltiple y para estudiar características morfológicas de las

reacciones positivas.

La PCR y el Southern blot pueden ser también de gran utilidad en algunos

casos. El Southern blot permite conocer el estado físico del genoma de HPV en

una lesión72: integrado o episómico. La PCR28T, por su mayor sensibilidad, se

debería realizar en los casos en que se espere un número muy bajo de copias

de HPVIcélula, por ejemplo, en muestras negativas pr hibridación ¡ti s¡tu y para

diagnosticar infecciones latentes en población de riesgo (mujeres jóvenes,

sexualmente activas, sin pareja estable y que no utilizan métodos anticonceptivos
de barrera), ya que, aunque varios autores324’325’352 han descrito técnicas de

hibridación ¡ti s¡tu con las que consiguen detectar una copia de HPV/célula, éstas

no están todavía adaptadas al uso rutinario.

Ante cualquier sospecha de infecck5n genital por HPV (lesión macroscópica,

citología anormal, imagen colposcópica anómala) se debería tomar una biopsia

para realizar estudio anatomopatológico convencional, inmunohistoqu imica e

hibridación ¡ti s¡tu (detección y tipado) para HPV. De esta forma se le suministraría
al clínico la siguiente información: clasificación de la lesión, confirmación o no de

la presencia del genoma de HPV en la muestra y, en caso afirmativo, si la

infección 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 clasificación de la lesión creemos que, en piezas de

cérvix, la modificación introducida por nosotros en el sistema de

Bethesda puede ser de gran utilidad para el clínico, al separar una

lesión claramente benigna (condiloma acuminado) del resto de lesiones

intraepiteliales escamosas de bajo grado, que, aunque en su mayor [a

también son benignas, conviene considerarlas como lesiones con

potencialidad de evolución maligna. No hay que olvidar que el sistema

de Bethesda166 surgió como un intento de unificar los criterios

diagnósticos aplicados en citologías 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 categoría LSIL.

Sin embargo, histológicamente 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

(inmunohistoquimica, HIS-detección, distribución de tipos virales, patrón
de marcaje, patrón de distribució ny

2. Con respecto a la técnica de HIS-tipado, el uso de sondas únicas

específicas de los distintos tipos de HPV es de gran utilidad en

estudios epidemiológicos, para estudiar la prevalencia de determinados

tipos virales en los distintos medios geográficos, pero no es útil para el

diagnóstico rutinario de la infección. En este caso es preferible el

empleo de cócteles de sondas específicas de grupos de riesgo, puesto

que aportan suficiente información y se disminuyen los costes al
reducir el número de hibridaciones necesarias. Sin embargo, es

necesario hacer una puntualización respecto de los tipos 31, 33 y 51

de HPV. Estos tipos virales se han considerado clásicamente de

•~riesgo intermedio”72’118207353 ya que se detectan en proporciones

semejantes en todo tipo de lesiones (condilomas acuminados, SIL y
carcinomas) En nuestra opinión, en lesiones con potencialidad de
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evolución maligna, deben ser considerados de “alto riesgo” por varias

razones:

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

tipos 16/18 y 31/33/51 de HPV respecto de la
inmunohistoqu(mica y el patrón de distribución de células positivas

por hibridación in s¡tu.

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

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

estad ísticamente significativa).

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

Es posible que éste sea un grupo heterogéneo de virus en

relación con el riesgo de carcinogénesis. En la bibliografía consultada

los datos sobre estos tipos virales son contradictorios. Hellberg y

cols.354, en un estudio de seguimiento a largo plazo, calcularon indices
de progresión del 30% en lesiones positivas para HPV 31 (muy

próximo 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.353, en un estudio similar, obtuvieron
índices de progresión prácticamente 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%). Ser[a conveniente realizar

estudios más amplios con sondas específicas de cada tipo viral para

comprobar si estos tres tipos de HPV son realmente de “riesgo
intermedio” o si alguno de ellos está mal clasificado y se puede

considerar de riesgo bajo o alto. Hasta que estos estudios aporten

mayor información, y a la vista de nuestros resultados, creemos que
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es preferible considerarlos de “alto riesgo”, opinión en la que

coincidimos con Chang48 y Paper y cols.355.

Después de estudiar la información recibida el clínico debe tomar una

decisión terapéutica. El problema se plantea en muchas ocasiones en las lesiones
de bajo grado, en las que los índices de progresión no son muy elevados.

Hellberg y cols.354 señalan que sólo el 25% de los condilomas planos progresa,

frente a un 73.9% de los CIN III; Weaver y cols.356 calculan unos índices de

regresión, persistencia y progresión del 50%, 41% y 9% en CIN 1,
respectivamente, y del 43%, 48% y 9% en CIN II; Nasielí y cols.211 fijan estos

índices 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 inmunohistoqu imica, como ya se ha mencionado, también aporta

una información valiosa, al distinguir entre infecciones productivas y no

productivas. Pero en muchas ocasiones esto no es suficiente. Por ello varios

investigadores han estudiado distintos parámetros como marcadores pronósticos:

Dudzinski y cols.357 y Kashyap y cols.358 consideran que la medida del DNA

celular con microespectrofotometría puede ser de interés en este sentido, ya que

el epitelio normal o reactivo es euploide, las lesiones hiperplásicas reversibles

suelen ser poliploides y los carcinomas invasivos son t[picamente aneuploides.

Según Bitterman y Jenson118 la aneuploidía correlaciona bien con la presencia de

mitosis atípicas en el tejido. Sin embargo! en la literatura se encuentran datos
contradictorios. Por ejemplo, Multhaupt y cols.359, en un estudio de contenido de

DNA por análisis de imagen en muestras citológicas, observaron poliploidía en el

51.7% de citologías normales, mientras que todos los casos de CIN (12)

presentaban aneuploid la.

Tosi y cols.360 han estudiado parámetros morfométricos (área nuclear,

perímetro, diámetro máximo, y factores de forma), número y tamaño de AgNOR
y la expresión de diferentes citoqueratinas. Tan sólo el estudio de los AgNOR
puede tener interés pronóstico, aunque sus resultados no son totalmente

concluyentes.
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Finalmente, Devictor y cols.361 han estudiado recientemente la expresión

de la proteína c-myc y del antígeno Ki-67 y Tervahauta y cols.362, Holm y cols.363

y Bosan y cols.364 la expresión de la proteína PS3. Sin embargo, los resultados no

parecen indicar que estos marcadores sean de interés pronóstico.

Nosotros hemos estudiado tres características morfológicas de la

hibridación ¡ti s¡tu como posibles marcadores relacionados con la progresión de

una lesión y los resultados obtenidos demuestran que el patrón de marcaje aporta

una sólida información pronóstica, bien de forma aislada, bien conjuntamente con

el patrón de distribución.

En resumen, creemos que el riesgo de progresión de una lesión
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 pronóstico; resultado

negativo, peor pronóstico) y el patrón de marcaje observado en la hibridación ¡ti

siW (puntual y mixto, mayor riesgo de evolución; uniforme, menor riesgo de

evolución>. Probablemente, la ausencia de compatibilidad histopatológica con

infección por HPV sea también un factor de riesgo de progresión.

Así pues, centrándonos en el riesgo de evolución a malignidad de las SIL,

la peor combinación de factores de riesgo correspondería a una lesión positiva

para los tipos 16/18 ó 31/33/51 de HPV, no compatible histopatológicamente con
infección por HPV, negativa por inmunohistoqu imica y con un patrón de marcaje

puntual. La mejor combinación correspondería a una lesión positiva para los tipos

6/11 de HPV, compatible histopatológicamente con infección por HPV, positiva por

inmunohistoquimica y con un patrón de marcaje uniforme.

En cualquier caso, siempre que se detecte un tipo de HPV de alto riesgo,

independientemente del tipo de lesión (aunque sea un condiloma acuminado,

positivo por inmunohistoqui’mica y con patrón de marcaje uniforme) y del

tratamiento que se efectúe, habría que someter a la paciente a un programa de
vigilancia y seguimiento con controles periódicos, a fin de detectar precozmente



Estudio de [a infección genitaL nor HPV DISCUSTON 205

el desarrollo de una nueva lesión en cualquier localización genital. Esto es debido

a que, como han demostrado Kulski y cols.365 y Rymark y cols.366, la infección

genital por HPV no debe considerarse como una infección puntual en el sitio de

la lesión, sino como una infección multifocal o generalizada de todo el tracto

genital inferior.



VI. CONCLUSIONES 1
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A continuación se enumeran las conclusiones obtenidas en relación con los

objetivos que nos fijamos al iniciar el estudio:

* Objetivo 1: Comprobar la utilidad de la ¡nmunoh¡stoqu imica como técnica

diagtióstica de la ¡ti fección getiltal por HPV.

1. La detección inmunohistoquimica del antígeno estructural común de

HPV no es la técnica de elección para el diagnóstico rutinario de la

infección genital por HPV, pero es de gran utilidad para confirmar el

carácter productivo de una infección. Esta información es importante

como factor pronóstico para predecir la evolución de una lesión.

* Objetivo 2: Establecer el tamaño más adecuado de una biopsia getiital para

mitiim¡zar el tiúmero de falsos positivos por hibridacióti ¡ti situ.

2. En biopsias diagnosticadas de condiloma acuminado, Unto de vulva

como de cérvix uterino, la longitud del epitelio no influye de forma

significativa en el resultado obtenido mediante hibridación in situ.

3. En biopsias cervicales diagnosticadas de SIL la longitud de epitelio
influye de forma significativa en el resultado obtenido mediante

hibridación in situ. Las muestras con una longitud de epitelio inferior

a 5 mm se deben considerar como material insuficiente para la

realización de esta técnica.

* Objetivo 3: Comprobar la utilidad de la hibridación ¡ti situ como técnica

diagtióstica de la itifección gen¡tal por HPV.

4. La hibridación in situ con sondas no radioactivas es una técnica

perfectamente válida para el diagnóstico rutinario de la infección

genital por HPV y para realizar estudios retrospectivos sobre esta
infección. Los mejores resultados se obtienen combinando técnicas

de HIS-deteccic5 n e HIS-tipado.
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5. La hibridación in situ debe realizarse en todas las biopsias

diagnosticadas de SIL, independientemente de que sean

histopatolágicamente compatibles o no con infección por HPV.

6. El empleo de cócteles de sondas específicas de grupos de riesgo de

HPV respecto de la carcinogénesis en técnicas de HIS-tipado aporta

una valiosa información en el estudio de esta infección y es idóneo

para el diagnóstico rutinario.

* Objetivo 4: Estudiar la distribución de los grupos de HPV de bajo riesgo, riesgo

intermedio y alto hesgo de carcinogénesis en lesiones genitales benigtias,

lesiones con potencialidad de evolucióti maligtia y lesiones malignas.

7. Los tipos 6111 de HPV se asocian con condilomas acuminados, tanto

en vulva como en cérvix uterino, mientras que los tipos 16/18 y
31/33151 de HPV se asocian con lesiones intraepiteliales de alto grado

y carcinomas escamosos. Los tipos 31133151 de HPV deben ser

considerados de alto riesgo cuando se detectan en biopsias

diagnosticadas de SIL.

8. Hay una clara asociación entre los tipos 16118 y 31133151 de HPV y las

lesiones asociadas a HPV no compatibles histopatolágicamente con

infección por este virus.

9. La distribución de los grupos virales estudiados no difiere

significativamente en las distintas procedencias geográficas 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 etitre inmunohistoquímica e

hibridacióti in situ.
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10. La hibridación in situ de ADN con sondas no radioactivas es más

sensible que la inmunohistoqu imica para diagnosticar la infección

genital por HPV y aporta mayor información al permitir conocer el

tipo de MPV presente en una muestra, o al menos el grupo de riesgo

al que pertenece.

11. Los tipos 16118 y 31133151 de HPV producen preferentemente

infecciones no productivas, mientras que los tipos 6111 de HPV

producen mayoritariamente infecciones productivas.

* Objetivo 6: Estudiar las caracter(sticas morfológicas de la hibridación in situ con

fines pronósticos.

12. El patrón de marcaje obtenido con hibridación in situ es un buen

factor pronóstico para predecir la evolución de una lesión. Las
biopsias diagnosticadas de SIL en las que se observa un patrón de

marcaje puntual o mixto tienen mayor probabilidad de progresar a

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

13. El patrón de distribución obtenido con hibridación in situ y la

distribución de células positivas en el grosor del epitelio no se

pueden utilizar con fines pronósticos.

* Objetivo 7: Desarrollar nuevas técnicas que combinen inmunoh¡stoqu imica e

hibridación ¡ti situ y que apoden mayor información al estudio de la infección

genital por HPV.

14. La técnica de doble marcaje desarrollada en este trabajo permite

detectar simultáneamente antígenos víricos y secuencias génicas

específicas de HPV, por lo que es de gran utilidad en el estudio de
la interacción virus-célula.
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CONCLUSION ADICIONAL

15. El condiloma acuminado de cérvix constituye una entidad

diagnóstica distinta del resto de lesiones intraepiteliales escamosas

de bajo grado, por lo que no debe ser incluido en esta categor¡a.
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