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RESUMEN

En la cadena diagndstica del cancer cervicouterino la biopsia es el juez final. Es ya un hecho demostrado que el VPH es un agente causal
necesario pero no Unico y que crea displasia que evoluciona a cancer invasor en una proporcion baja de casos inicialmente infectados.
La zona de transformacion tiene una apariencia microscépica muy diversa y esta se complica cuando es infectada y transformada por
el VPH; las imagenes son frecuentemente sobreinterpretadas como lesiones y, en menor frecuencia, subvaloradas como metaplasias.
Ello dio origen al desarrollo de marcadores para tratar de evitar esta confusion de diagndstico. El que destaca es p16 y, aunque se ha
demostrado su bondad sobre todo en lesiones de alto grado, su uso no se ha aplicado de manera rutinaria. Esta revision tiene como
objetivo mostrar a ya casi 10 afios de publicados los hallazgos y la experiencia en la aplicacion de este marcador en la biopsia de cérvix.
Palabras clave: P16, biopsia de cuello uterino, NIC, displasia de cuello uterino, inmunohistoquimica.

ABSTRACT

In the cervical uterine cancer diagnosis chain, the biopsy is categorical, and is a fact that HPV is involved in this event but not the only
cause, it creates dysplasia and only in a few of the initially infected cases, cancer. The microscopic appearance of the transformation zone
of the cervix is complex and specially when infected by HPV, these microscopic images are frequently misdiagnosed as CIN and in a few
cases as metaplasia. Some molecular markers to clear this issue where developed and p16 is the most highlighted of them, and despite
that is very useful especially in high-grade lesions it is no used routinely. This review deals with the experience of almost 10 year with this

marker in uterine cervix.

Key words: p16, biopsy of cervix, CIN, Dysplasia of Cervix Uteri, Immunohistochemistry.

I cancer cervicouterino (CaCu) sigue siendo
la segunda causa de muerte por neoplasia en
mujeres en México. La biopsia sigue siendo
el procedimiento estandar para el diagndstico,
indicada por una citologia anormal y seleccionado el sitio
de la toma de biopsia por la colposcopia. Ya es un hecho
demostrado que el CaCu es ocasionado por el virus del
papiloma Humano (VPH) y precedido por displasia o
neoplasia intraepitelial cervical (NIC). Estos cambios
obedecen a los oncogenes del VPH E6y E7. E6 afecta pri-
mordialmente al gen P53y E7 al gen retinoblastoma (Rb).
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Los estudios sobre la accion del oncogén E7 del HPV
sobre el gen retinoblastoma (Rb)*2 se iniciaron dirigidos
hacia el area ginecoldgica desde 1997 y en especial al
cérvix en su relacion con el VPH; han demostrado la
desregulacion dependiente de VPH que afecta al cromo-
soma 9 y cambia al gen p16 que controla la produccién
de pl6INK4A. El gen Rb es responsable del ciclo de re-
produccion celular normal. Cuando este gen es metilado
o hipofosforilado por la proteina E7 del HPV se afecta
la regulacion de la accién en el ciclo celular. EI gen Rb
normalmente regula las proteinas CDK4 y CDK6, que son
ciclinkinasas implicadas en el ciclo celular. Estas tienen
una accién oncogeénica (iniciar la reproduccion celular).
En células normales, CDK4 y CDK6 estan reguladas por
inhibidores de ciclina cinasa pl6INK4A. Esta proteina
se acumula por el gen Rb dafiado y es detectada por
inmunohistoquimica. Especificamente, en casos de NIC,
p16 es un producto indirecto, siempre presente cuando el
VPH dafa la célula, y generalmente ausente en el tejido
normal del cuello del Gitero o en lesiones reactivas infla-
matorias; esto lo hace un marcador ideal. Varios estudios

Patologia Revista latinoamericana Volumen 50, nim. 4, octubre-diciembre, 2012 293



Curiel Valdés JJ

recientes' ' demuestran que p16 estad presente en NIC y
que la correlacién con Southern Blot y PCR o hibridacion
in situ muestra la existencia de virus de alto riesgo y de
algunos de bajo riesgo.

Aplicacién en biopsia de cérvix

Klaes y sus colaboradores,'? en un trabajo entre expertos
ginecopatologos dirigido a documentar el error interob-
servador en biopsias de cérvix y p16, encontro solo 40%
de concordancia con todos los grados de NIC; mientras
que si se utiliza p16 para diagnosticar estos casos la
correlacidn se elevaba a 97%. Murphy! y Keating®®
mostraron también que p16 es un complemento util en el
diagnostico de NIC. El trabajo de Klaes es significativo
porque pone en evidencia el problema de la concordan-
cia diagnostica y, precisando mas, de la discordancia
diagnoéstica. Si tomamos en cuenta que la biopsia de
cérvix es el procedimiento estandar o de referencia para
el diagnostico de NIC y nuestro diagnostico no es corro-
borado en una segunda opinion significa que existe una
subjetividad importante.

Los criterios de las lesiones de cérvix han sido ya
descritos en multiples libros tanto de patologia quirur-
gica como de patologia cervical. Se analizan parametros
que comprenden cambios en ndcleo y citoplasma, asi
como mitosis, dandole valor al sitio del epitelio donde se
encuentran, capas basales o superficiales. Nucci y sus cola-
boradores,* en el articulo: “Redefiniendo NIC”, motivados
por esta misma dificultad de un diagndstico reproducible,
precisan algunos criterios, tipos de epitelio de origen de
las lesiones y utilizan también las consideraciones del
estatus de VPH de cada lesion con respecto a los de alto y
bajo riesgo. La experiencia en México de esta variabilidad
de diagnostico ha sido documentada®® entre 60 patologos
mexicanos; la concordancia en el andlisis de una muestra
con histologia convencional con NIC 1 fue de 52.5% y en
NIC 2 de 18%. El diagnostico de esas mismas muestras
con pl6 elevd a 100% la concordancia del diagnostico
en ambos casos (NIC 1 y NIC 2). p16 es un marcador
inmunohistoquimico (IHQ) seguro, objetivo y claro, con
100% de sensibilidad y especificidad, tifie tanto nuacleo
como citoplasma con una gama de intensidad de 1 (+) a 3
(+++). Las células epiteliales afectadas en el area lesionada
pueden ser consideradas (en su porcentaje de positividad
de pl6) como esporadicas (< 5%), focales (5 a 25%) o
difusas (> 25%) de acuerdo con los criterios de Klaes.*

Otra publicacion mexicana® que correlaciona la col-
poscopia con biopsia con HE y p16 en 460 casos encontro
un sobrediagnostico de 18.5% con HE, comparado con el
diagnostico complementado con pl6. La cifra resultaria
poco significativa. Sin embargo, el analisis detallado
del cambio de diagnoéstico en los tres niveles de NIC y
metaplasia es muy significativo, con una p = 0.002. La
informacion se resume en el Cuadro 1. Las metaplasias
cambiaron en 61.8% de los casos, NIC 1 56.7%, en NIC 2
92.8%y NIC 3 25%. Si dividimos en LBG y LAG los cam-
bios serian de metaplasiaa LBG: 44.5% y a LAG 3.2%. La
LBG cambia solo 7.8% a LAG y pasan a metaplasia 49%.
LAG a metaplasia solo 5% y 55% a LBG. El valor predic-
tivo positivo es de 0.56 y el negativo 0.59; la sensibilidad
0.75 y la especificidad 0.38. Estas cifras fueron obtenidas
de 2003 a 2005; es decir, con el inicio de la experiencia
en el uso de p16 de manera rutinaria en todas las biopsias
de cérvix. Los datos son semejantes a los obtenidos por
Klaes. Ello indica que la aplicaciéon de los pardmetros
aparentemente bien definidos para la clasificacion no son
correctamente aplicados o se requiere revalorarlos para ha-
cerlos mas confiables. Una opinion reciente de Mark Stoler
en un congreso de Eurogin dice “la falsa seguridad de una
biopsia falsa positiva como NIC, crea en el colposcopista
también la falsa seguridad de que la imagen colposcépica
es una enfermedad y compromete seriamente la correlacion
colpo-cito-histoldgica”. La trascendencia clinica no es
menor y Nucci** y ElitY’ hacen mencion de ello ya que,
igual que en México, Estados Unidos y Canad4, muchos
clinicos en casos de NIC 1 realizan tratamiento exagerado
y extenso en mujeres cuyo diagnoéstico real era sélo una
metaplasia. En la mayor parte de los estudios que se rea-
lizan sobre VPH y NIC se toman en cuenta sélo las LAG,
NIC 2, 3 o superiores, para disefiar nuevas estrategias de
cribado, como para diagnéstico molecular, marcadores
de IHQ o mutacion genética; y las LBG son minimizadas
debido a que la enorme mayoria de ellas involucionan so-
las. Esto deja un hueco importante en cuanto a la precision
diagndstica que requieren estas lesiones.

¢Cuando usarlo?

Dadas las consideraciones anteriores la pregunta es ¢se
deberia usar p16 de manera rutinaria? La mayoria de los
patdlogos mexicanos no la realizan y una minoria lo hace a
solicitud de los ginectlogos o colposcopistas. La pregunta
expresa seria: ¢quien lo debe solicitar? Nucci** comenta
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Cuadro 1. Analisis detallado del cambio de diagnéstico

Metaplasia inicial 128 Casos 100% NIC 1 Inicial 296 100
Cambio de diagnostico 61 47.7 Cambio de diagnoéstico 168 56.8
NIC 1 57 44.5 Metaplasia 145 49.0
NIC 2 2 1.6 NIC 2 18 6.1
NIC 3 2 1.6 NIC 3 5 1.7

NIC 2 inicial 28 100 NIC 3 inicial 12 100
Cambio de diagnoéstico 26 92.9 Cambio de diagnéstico 3 25

Metaplasia 1 3.6 Metaplasia 1 8.3
NIC 1 21 75 NIC 1 1 8.3
NIC 3 4 14.3 NIC 2 1 8.3

Cambio de diagndstico en casos de coloscopia con biopsia con p16; el diagnéstico inicial con HE y el que cambid6 fue utilizando la inte-

gracion de HE con p16.

Modificada de Curiel Valdes Rev de Enfermedades del Tracto Genital Inferior 2008;2:45-51, con permiso del editor.

que se debe usar en casos de duda ya que el diagnostico
generalmente se logra hacer de manera sencilla y directa.
Esto, como se ha evidenciado en el error de concordancia
entre expertos, requiere un cierto grado de “humildad” por
parte del patélogo en admitir que un pequefio fragmento
de tejido puede ser dificil de diagnosticar y que requiere
mas de unos segundos de atencion.

Como parte de una revision que esta en progreso en
casos de una segunda opinién en mujeres con diagnostico
de NIC o con discrepancia entre estudios de colposcopia,
citologia, colposcopia y biopsia, se seleccionaron al azar
27 casos que hubieran tenido documentado un diagnéstico
previo histolégico y cuyas laminillas y bloque originales
fueron revisados y realizado p16 y, en algunos casos, Ki67
y L1 de capsula viral. EI diagnéstico con HE se realiz6
utilizando la clasificacion de Richart*® como NIC y de Be-
thesda!® en LAG y LBG. El diagndstico inicial de revision
se realizé en las laminillas originales con la tincién de HE
y posteriormente se hizo el diagnoéstico integral con p16.
Se realiz6 colposcopia y citologia en la mayor parte de
los casos, datos que se comentan pero no se analizan en
detalle ya que no es el objeto de este trabajo. De los 26
casos inicialmente Ilegaron 3 como metaplasias, 20 como
LBG y 4 LAG. De las 3 metaplasias, 2 (66%) cambiaron
a LAG y una se confirm¢ el diagnostico. De las 20 LBG
se confirmaron 6 (30%) y cambiaron a metaplasia 13
(65%) y 1 (5%) a LAG. De las 4 LAG 2 se corroboraron
(50%) y se diagnostico sin lesidn a las otras 2 (50%)
que correspondieron a metaplasia con atrofia en una e
hiperplasia de células parabasales en otra (Cuadro 2). La

Cuadro 2. Diagnésticos inicial y final

Casos Diagndstico inicial Diagnéstico final ~ Casos %
3 Metaplasia Metaplasia 1 33
LAG 2 66
20 LBG Metaplasia 14 70
LBG 6 30
4 LAG Metaplasia 2 50
LAG 2 50

27 27

sugerencia en la literatura sobre su uso es'*??que se debe
en primer lugar estandarizar y probar en cada laboratorio,
con casos claramente diagnosticados, el grado de tincion,
familiarizarse con su interpretacion. Utilizarlo en todos los
casos de duda diagndstica o discrepancia de opiniones, en
todos los casos de LAG ya que siempre debe ser positivo.
Utilizar marcadores complementarios en los casos de duda
en LBG, como ki67 y L1, de capsula de VPH. Afadiendo
que s6lo se adquiere experiencia familiarizandose con
casos de practica de rutina diaria; esto ayuda a la “humil-
dad” de reconocer que no es tan sencillo el diagnostico
correcto de NIC.

Criterios diagnoésticos

Valorando la causa de los cambios realizados en estas
dos series, e integrando el diagnostico de HE con pl6
se encontraron tres causas primordiales de confusion de
diagnostico entre metaplasiay NIC 1 0 LBG: Figuras 1 a
6. 1. Metaplasia eosindfila'® o intermedia (figuras 1Ay B)
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Figura 1. A) Detalle con HE de metaplasia eosindfila o intermedia, los ndcleos son de tamafio semejante desde la capa basal a la super-
ficie, la distancia entre los nucleos es muy homogénea y el citoplasma es muy amplio y eosindéfilo. Aunque en la capa superficial tienen
3 veces mas tamafio que el de una célula superficial normal. Esto se aprecia en el estudio citolégico, imagen B), que frecuentemente es
reportado como LBG, NIC 1. En C) se aprecia el p16 negativo. El diagndstico original era de LBG, NIC 1.

Figura 2. A) HE con minima pérdida de polaridad y maduracioén, densidad nuclear menor a 50%, su tamafio es ligeramente menor o igual
al de la capa basal. Hay ocasional atipia y hay un disqueratocito. Ese caso tiene PCR con VPH 16. El diagndstico inicial era de NIC 1,
LBG. La atipia esporadica no es suficiente para diagnosticar NIC. En B) p16 es esporadico nuclear (++) y citoplasmico focal (+) a ++; esto

refleja la presencia de VPH 16 que se interpreta en la literatura como negativo para NIC y sélo estadio de portador sano.

definida como conservacion del tamafio del nucleo grande
basal hasta la superficie con crecimiento del citoplasma
y sin produccion de glucégeno, lo que da un aspecto
intensamente cosinodfilo. No hay aumento de la densidad
celular y se conserva la polaridad. El tamafio del nucleo
es generalmente superior a tres veces lo que seria el de
la célula superficial, lo que en criterios de Bethesda seria
NIC 1; esta confusidn es frecuente en estudios de citologia
(Figura 1B). 2. Hiperplasia basal o parabasal con cambios
regenerativos crean pérdida de polaridad y maduracion
con presencia de algunas mitosis que dan la impresién de
estar en capas mas alejadas de la basal y son interpretadas
como presentes en células displasicas cuando en realidad

son solo células basales o parabasales (Figuras 7 y 8).
3. Presencia de glucdgeno que es confundido de manera
importante con coilocitosis. El analisis detallado de las cé-
lulas con glucdgeno muestra que el ndcleo no esta crecido,
puede tener cierta lobulacion por defecto de fijacion y el
halo perinuclear no esta bien definido y no existe refuerzo
de la periferia del halo como en el coilocito (Figuras 9y
10). Este halo esta dado por la ruptura del citoesqueleto
por el E4 del VPH, al plegarse a la periferia se condensa
de manera muy importante en la membrana citopldsmica
dando la caracteristica eosinofila intensa en la periferia. El
halo de glucogeno es difuso y deshilachado en la mayoria
de los casos. Todos estos casos fueron negativos a p16 y
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Figura 3. A) Se aprecia otro caso en el que hay una capa basal ordenada, dos parabasales y el resto es epitelio que madura hacia la
superficie. Los nucleos disminuyen de tamafio hacia la superficie y adquieren glucégeno; esto, junto con una celularidad menor a 50% no
apoya la presencia de lesion. Este caso fue inicialmente diagnosticado como NIC 1 con coilocitos. PCR con VPH 31. En B) el p16 es positivo
esporadico, reflejando la presencia viral, sin lesién de NIC. Este caso tiene diagndstico de metaplasia madura con presencia de glucégeno.

Figura 4. A) Un epitelio con metaplasia inmadura delgado con cuando mucho 7 capas, con una capa basal y parabasal con leve pérdida
de polaridad y nucleos mas juntos que sugirieron LAG. Hacia la superficie el citoplasma aumenta de tamafio y la densidad celular es me-
nor a 50%, aunque hay leve hipercromatismo la cromatina es fina. En B) el p16 es esporadico y + en intensidad; este tipo de positividad

es reportado como negativo en la literatura.

L1 de capsula de VPH, colposcopicamente tenian areas
acetorreactivas tenues, en ocasiones mosaico fino y con
latincion de lugol laimagen es heterogénea, lo que indica
presencia de glucégeno. Hubo seguimiento de algunas
de ellas cuando al menos por un afio y se encontré que la
imagen se conservaba idéntica, sin cambios, situacion que
no sucede con cualquier tipo de lesién que al involucionar
o evolucionar se modifica de manera importante.

En los casos de LBG y LAG los origenes de confusion
fueron también tres: 1. Metaplasia inmadura con displa-
sia leve, es decir una displasia en un epitelio inmaduro o
atrofico que tiene poco grosor y las atipias ocupan todo
el grosor del epitelio; esto seria requisito para LAG. Sin
embargo, los cambios nucleares de hipercromatismo,
densidad de cromatina y refuerzo de membrana nuclear
no son suficientes en calidad para sustentar LAG (figuras
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Figura 5. A) Otro caso de metaplasia diagnosticado como LBG, el corte es ligeramente tangencial y crea un capa basal mas amplia. Si
apreciamos que hacia la superficie las células tienen abundante citoplasma eosindfilo y los ntcleos tienen una separacion entre si muy
grande y no crecen, son datos que no sustentan LBG. En B) se aprecia el p16 positivo + basal esporadico en el nicleo y en forma focal
en el citoplasma. También es interpretado como negativo. Este grado de positividad se ha encontrado en casos de metaplasia con VPH
de alto riesgo y se ha considerado como en fase de reposo.

frecuente que exista pérdida de polaridad y leve hipercromatismo. Es dificil valorar la maduracion y en la superficie se conservan células
endocérvicales que son, en este caso, de metaplasia tubaria. Estos cambios sugieren LAG; sin embargo, la valoracién minuciosa del
nucleo no muestra caracteres de LAG. C) La tincién de p16 es negativa ya que es sélo citoplasmica +.

Figura 7. LBG en A) con presencia de coilocitos en forma irregular; hay clara pérdida de polaridad, ndcleos grandes, lobulados y esta
afectando desde la capa basal a la superficie. En B) p16 es difuso, de predominio basal, citoplasmico y nuclear +++.

298 Patologia Revista latinoamericana Volumen 50, nim. 4, octubre-diciembre, 2012



Diez afios de p16 en biopsia de cérvix

Figura 8. Caso semejante al de la figura 6. En A) panoramica y detalle en B). La metaplasia es todavia méas inmadura y con células de
reserva; la apariencia de inmadurez puede sugerir LAG por la tendencia a sobreposicion de los ndcleos. Hay glandulas normales y un

denso infiltrado inflamatorio. En C) p16 negativo.

Figura 9. A) Metaplasia atipica, desarreglo de capa basal, leve hipercromatismo. Halos perinucleares. La observacién minuciosa muestra
que podemos seguir las dos capas basales en una hileras y que hacia la superficie no crecen los nucleos. Los halos son de glucégeno.

En B) p16 negativo.

11y 12). El leve aumento del tamafio del citoplasmay la
conservacion de cierto grado de maduracion a la superficie
indican LBG; todos estos casos tuvieron tincion de pl6
solo en el tercio inferior o la mitad inferior y no en todo
el espesor (Figuras 10 y 12). 2. Atipia coilocitica, aunque
en pocos casos pero es confundida con displasia severa
0 LAG. Al comparar con la positividad de p16 se aprecia
que estas células muy pleomorficas no se tifien con pl6
ya que no existe aun dafio de E7 viral al gen Rb; una tin-
cion adicional realizada de L1 de capsula para 17 cepas

de VPH mostré en todos los casos que son coilocitos. 3.
La atrofia y los cortes tangenciales (Figura 13) del tejido
son causa de confusion. Los fragmentos laminares de
tejido en una biopsia son dificiles de orientar en sentido
perpendicular y se obtiene un corte de toda la capa basal
que es la que se observa; esto da la falsa impresion de que
hay crecimiento nuclear en todo el espesor y la presencia
de mitosis son causa del diagndstico de LAG en casos de
metaplasia o NIC 1. En todos estos casos p16 es negativo
en metaplasias o de tincion débil, esporadica o focal en
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Figura 10. LAG en dos imagenes; A) y B) que no muestran duda, hipercromatismo, nucleos sobrepuestos, citoplasma escaso, mitosis
evidentes y en C) p16 positivo nuclear y citoplasmico +++, con extensién difusa en 100% de las células. Comparando estas atipias con
las que se confundieron con LAG puede apreciarse claramente la diferencia.

Figura 11. LBG sin coilocitosis en A), atipia nuclear en todo el espesor, con citoplasma de mediano tamafio, densidad nuclear de 60%.
B): p16 nuclear + a ++ en casi todos los nucleos.

Figura 12. LBG panoramica y detalle en A) y B), con coilocitosis. Fue confundida con LAG por la atipia nuclear en la capa basal y paraba-
sal; a pesar del tamafio nuclear la cromatina es fina y son cambios mas de coilocitosis que de displasia. Tienen citoplasma abundante y
hacia la superficie se vacuolan por la coilocitosis. En C) p16 es positivo difuso, citoplasmico y nuclear +++, de predominio en tercio basal.
La tipificacién mostro VPH 16.
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Figura 13. A) Células que en HE sugerian coilocitosis y con L1 de VPH son negativas. B) caso de L1 de capsula positivo en coilocitos.

LBG, cuando debe ser de tincion difusa e intensa tanto
nuclear como citoplasmica en LAG. El analisis detallado
de los ndcleos no muestra cambios que sustenten LAG.
En este grupo entran los casos de penetracion a glandulas
que tiene un componente inmaduro y que son confundidos
con invasion o LAG.

Integracién ala clinica

El contexto clinico es importante, la colposcopia en Méxi-
co es cada vez mas utilizada, inclusive como método de
cribado, con o sin citologia. El analisis de las imagenes
acetorreactivas de la colposcopia en correlacion real de
la biopsia con p16!® muestra que 53.7% de ellas repre-
sentan realmente una lesion, el resto son metaplasias.
Un error comun es apoyar la decision del diagnéstico
histoldgico, en casos de duda, en el dato clinico de una
imagen acetorreactiva. Un ejemplo seria la presencia de
halos perinucleares para darles el valor de coilocitos o una
metaplasia inmadura con displasia. Otro factor es PCR o
CH2 de un VVPH de alto riesgo y de mayor peso el que sea
16 o0 18. Estos pueden ser casos de portadoras sanas sin
enfermedad; VHP positivo por cualquier método no valida
la presencia de NIC. Un caso informado recientemente de
CH2 negativa con una biopsia con LAG fue presentado
como un error de la CH22. En el analisis de las imagenes
de las fotografias de la biopsia publicadas en ese caso se
trata de una metaplasia inmadura y la que ilustra LBG en
epitelio vecino son halos de glucégeno. Este caso ilustra
la confusion que se puede crear. A nivel mundial es acep-
tado que todas las LAG necesariamente son positivas a

una CH2, tanto que en una mujer con CH2 negativa esta
demostrado que nunca tiene LAG y hasta por un periodo
de 3 a5 afios. El error de este caso cre6 confusion y duda
de que existan casos que no contienen virus y son de alto
grado, lo cual no es posible.

En la revision rutinaria de biopsias de cérvix general-
mente se encuentra que la impresion en panoramica y a
gran aumento es realizada con poca acuciosidad con los
resultados ya mencionados. Después de la experiencia de
correlacionar HE con p16, Ki67 y L1 de capsula viral, y
regresar a detectar cual fue la causa del error se adquiere
un aprendizaje que logra disminuir a 15% el cambio de
diagndstico y la confusién generalmente es entre meta-
plasias y LBG.

Un algoritmo sugerido
Al revisar una biopsia es Util hacerse una serie de preguntas
cuya respuesta facilita la orientacion a un diagndstico.

1. ¢De qué sitio fue tomada la biopsia? y ¢esta bien
orientada?: unién escamo columnar, zona de transforma-
cidn, exocérvix o endocérvix, o varias de ellas. No es lo
mismo una displasia en un epitelio delgado que en uno
grueso. Es excepcional encontrar coilocitosis en epitelio
delgado, el VPH para completar su ciclo episomal requiere
un epitelio grueso. La metaplasia inmadura es muy fre-
cuente y puede tener mitosis, leve desarreglo y sustitucion
de glandulas endocervicales. Epitelios atréficos son causa
de sobrediagnéstico con LAG. Cuando el epitelio en el
corte queda de manera tangencial se aprecian solo las capas
basales y esto ha sido causa de confusiéon con LAG. En
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todos estos casos es importante observar minuciosamente
la cromatina nuclear, pleomorfismo celular y si hacia la
superficie, aunque sean pocas capas, existe aumento del
tamafio de citoplasma y si hay evidencia de maduracion
del ndcleo.

2. ;Identifico areas de epitelio normal? Esto es siempre
atil ya que nos da un patrén de comparacion con lo anor-
mal. Si todo se ve igual y s6lo hay minimos cambios en
epitelio con halos claros perinucleares deben aplicarse de
manera minuciosa los criterios de colocitosis ya descritos.
La densidad celular (nuclear) esimportante (ver punto 4).

3. Las areas con epitelio distinto y con posible lesion
¢son mas densamente celulares? (ver punto 4).

4. ;En estas areas mas celulares, que porcentaje ocupan
los ndcleos? La densidad nuclear valorada en por ciento
debe ser realizada tomando en cuenta el espacio que
ocupan los nlcleos de estas areas en relacion con el cito-
plasma, en términos practicos: el % de azul (hematoxilina)
vs el % de rosa (eosina). La posibilidad de que exista una
lesion cuando existe una densidad nuclear menor a 50 %
es casi nula. 50 a 60% la posibilidad es de LBG; més de
60 % LAG, dividida entre 60 y 70% NIC 2 pero mas de
70 % NIC 3.

5. ¢(Qué distancia hay entre los nucleos; se enciman
o0 sobreponen? Cuando el VPH altera el ciclo de repro-
duccion celular hay mitosis por arriba de la capa basal y
se desarregla la arquitectura; esto da una distancia entre
nlcleos muy irregular, se aprecian mas juntos y en lesiones
de alto grado hay sobreposicion, sobre todo en los sitios
basales. Cualquier lesion tiene una mezcla del aumento
de la densidad nuclear y la distancia entre los nicleos se
hace irregular, pierden su orden. Si se compara con en el
epitelio vecino normal, si es que existe, es mas facil lograr
distinguir esto.

6. ¢(Hay atipia nuclear y en qué consiste?: hipercro-
matismo, densidad de cromatina, grumos de cromatina,
pleomorfismo. Los cambios regenerativos son simuladores
de LBG y en ocasiones de LAG. Necesariamente, LAG
tiene siempre atipia nuclear importante y varia entre las
células. Si de manera individual valoramos las atipias,
¢si las viéramos en citologia en una sola célula separada
serian displasia? si la respuesta es si se trata de una lesion.

7. ¢Larelacion nicleo citoplasma esta alterada? Esto es
siempre un indicador clasicamente aceptado de displasia;
sin embargo, depende del sitio: las células basales lo tienen
alterado, al igual que la metaplasia inmadura y la atrofia.

Estos son los mas importantes simuladores de LAG. La
observacion minuciosa de nuevo del nicleo y qué le sucede
hacia la superficie es de mucha utilidad.

8. ¢ Qué le sucede al ntcleo de la capa basal a la super-
ficie? Si hay maduracion y disminucion del tamafio esto
casi nunca sucede en una verdadera lesién por VPH debido
aque, necesariamente, el dafio viral resulta en coilocitosis
0 en inestabilidad cromosomica por efecto de E6 y E7,
con mutaciones de gen P53 y Rb, respectivamente. La
resultante es crecimiento de la cantidad de ADN nuclear
y crecimiento del nicleo con una imagen de displasia.

9. ¢Qué capas estan afectadas? Desde la LBG existe
afectacion de todas las capas, en LBG en nlcleo aunque
crece, hay maduracion y hay aumento de tamafio del
citoplasma. En LAG, la maduracidn es parcial en NIC 2
y practicamente nula en NIC 3. La coilocitosis se mani-
fiesta en capas superficiales. NIC 1 tiene dos patrones con
primordial atipia basal y maduracion parcial a la superficie
o minima alteracion basal y atipia superficial. El criterio
mas aceptado actualmente es que hay atipia en los tres
tercios del epitelio; esto complica la interpretacion si se
aplica indiscriminadamente que habiendo atipia en las 3
capas es una LAG. Esto debe siempre estar de la mano de
atipia nuclear importante y un citoplasma escaso.?*

10. {Como valoro las mitosis? En epitelios normales
solo debe haberlas en capas basales; por arriba de esta
capa, en teoria, no debemos encontrarlas o s6lo de manera
ocasional. En cambios regenerativos y en hiperplasias
de células basales y parabasales estas mitosis estan en la
mitad del epitelio y son utilizadas como apoyo de LAG.
Los cortes tangenciales muestra sélo la capa basal y tienen
mitosis por lo que son confundidas con LAG, como ya se
comento. Las mitosis anormales siempre deben tomarse
en cuenta y generalmente estan acompafiadas de LAG.

11. ;Qué tan extensa es la lesion? Al observar minu-
ciosamente los cambios de metaplasia p16 negativo y con
prueba de PCR o CH2 negativas hay de manera ocasional
células aisladas con crecimiento nuclear y leve hipercro-
matismo. Una verdadera lesion tiene un cambio en un &rea
definida. En la correlacion con p16 las lesiones tienen una
extension focal, no tienen atipias separadas por células
totalmente normales. Hay ocasiones que los fragmentos
de la biopsia se separan y quedan algunos sueltos y entre
moco; estos deben ser revisados minuciosamente y con
frecuencia son de metaplasia inmadura y con displasia.
Son muy claramente apreciados con pl16 y en la revision
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de nuevo del HE fueron menospreciados 0 no vistos. En
presencia de datos clinicos de una LAG es conveniente
hacer recortes adicionales del tejido, en ellos se llegan
a detectar areas que no estaban en los recortes iniciales.

12. ¢ Qué hago si no hay congruencia entre los caracte-
res antes descritos? ¢cuales tienen mas valor diagnéstico?
Quiza lo que le sucede al nucleo de la capa basal, a la
superficial y la relacion ntcleo citoplasma con hiper-
cromatismo nuclear. Si los elementos antes descritos
fueran reproducibles, facilmente aplicables y confiables
la variante interobservador e intraobservador no existiria
y los marcadores de IHQ no hubieran sido necesarios. La
respuesta a esta pregunta es desde luego usar de manera
adecuada tres marcadores primordiales: P16, Ki67 y L1
de capsula viral.

Integracion final

El siguiente paso es como integramos el diagnéstico con
pl6. En la literatura'#222 se le da valor a la tincion a partir
de més de 5% de células en el &rea afectada. Se ha dividido
la positividad en esporédica cuando es < 5% de células
afectadas, focal de 6 a 25% vy difusa > 25%. Esto debe
valorarse en el &rea afectada. El grado de tincion debe ser
de +a +++, Debe existir tincion preferentemente en el nd-
cleo. Latincion exclusiva del citoplasma es generalmente
interpretada como: sin lesion. De acuerdo con lo anterior
las LAG son siempre positivas de manera difusay de ++a
+++ en positividad nuclear y citoplasmica. La explicacion
de ello es que siempre son producidas por VPH de AR y
que ya se encuentra integrado al genoma con dafio en es-
pecial al RBy p53. Esto en NIC 2 lo hace muy claramente
definible; NIC 3, de acuerdo con los datos de la literatura,
es el grado que mas reproducibilidad de diagnostico con
HE natural tiene. Los casos que histolégicamente se han
confundido con NIC 2 por metaplasia inmadura, atrofia y
cambios regenerativos, son p16 negativos o con positivi-
dad esporadica en células de manera discontinua y que no
muestran atipia evidente. Un area gris seria la positividad
focal, ello requiere precisar si todo el espesor esta posi-
tivo y coincide con datos de LAG histoldgicamente. Hay
que tomar en cuenta que es un error reconocido que no
siempre se logra tomar el sitio de lesién completo o bien
el area es muy pequefia y los cambios por lo mismo son en
una sola area que puede ser pequefia y ésta es la que hay
que valorar. La tincién de p16 los resalta de manera muy
clara. Si solo esté positiva la capa basal y parabasal y en

la superficie es negativo esto es una LBG. En estos casos
siempre se observa, al revisar el HE, que efectivamente
hay maduracion en las capas superficiales.

Otro aspecto que requiere atencion es que en LBG
hay virus tanto de AR como de BR; existe produccion de
colocitos exclusivamente (conocida como atipia coiloci-
tica y que debe integrarse como LBG), colocitosis con
displasia o solo displasia. Esta combinacion, junto con el
tipo de epitelio afectado, da una morfologia muy variada
y de dificil interpretacion. Los virus de BR tienen pocas
posibilidades de dafio permanente al genoma y son en su
mayor parte p16 negativos 0 minimamente reactivos de
manera citoplasmica. Estadisticamente la mayor parte
de las LBG son provocadas por VPH de AR,* en esta
circunstancia solo si hay integracion y dafio al gen Rb
existird positividad a p16. Sin embargo, este va a ser
desde esporadico (+) hasta difuso (+++) en un tercio del
grosor del epitelio. En los casos de coilocitosis tipica es
generalmente un diagndstico que no representa problema;
sin embargo, los halos claros por glucdgeno son de manera
sistematica sobreinterpretados*'"?-%y son p16 negativos.
¢Como distinguirlos? En estos casos el anticuerpo de L1 de
la cdpsula de VPH nos es de importante ayuda; su limitante
es que solo marca la fase final de la produccion de virus,
cuando ya el VPH adquiere su capsula y esta listo para
infectar. Siempre se aprecian en verdaderas lesiones en la
superficie algunos coilocitos positivos.

Valor prondéstico

De acuerdo con la integracion global de diagnostico, trata-
miento y de valor prondstico, las LBG tienden a regresar
en mas de 70% de manera espontanea, sobre todo las que
tienen predominio de colocitosis. Esto se ha demostrado
con IHQ con p16 y L1 de la capsula.??? p16 negativo y
esporadico y L1 de cépsula positivo involucionan en un
70% de manera espontanea en menos de 1 afio. El esce-
nario inverso, pl6 + y L1 de capsula de VPH negativo
progresan a LAG en un 70%. Esto tiene importanciaclinica
y de tratamiento ya que nos ayuda a distinguir cuales son
las LBG que evolucionaran a LAG.

Estos dos trabajos muestran que p16 es un marcador
de progresion y cuando se utiliza con L1 de la capsula; es
decir, presencia de coilocitosis que significa sélo el ciclo
no integrado o episomal. La utilidad clinica de estos re-
sultados es que podemos predecir con una buen grado de
certeza qué mujeres con LBG tienen riesgo de progresion
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a LAG independientemente de la edad y que por ello re-
quieren tratamiento; las que son p16 negativas podran ser
observadas con la certeza de que no progresaran a LAG.
Esto es semejante a una prueba de CH2 negativa en la que,
en 3 a 5 afios, estas mujeres no tendran una LAG.

En resumen: p16 es un marcador que deberia de utili-
zarse con mucho mas frecuencia en nuestra practica diaria
para el diagnostico de la biopsia de cérvix. Las lesiones
que simulan o se confunden con LBG y LAG son muy
variadas y la sobreconfianza, no reconocida, por parte del
pat6logo en su diagndstico es muy importante. A esto se le
aflade que la colposcopia también es sobrediagnosticada
y se presiona al patélogo a realizar un diagnéstico que no
es real, creando una complacencia comoda para ambos.
La observacion sélo con HE requiere comprobacion de
integracion del E6 'y E7 del VPH que se traduce en sobre-
expresién de p16 que esta presente en LBG que progresa
y en todas las LAG, incluyendo adenocarcinomas.
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