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Resumen

Tradicionalmente la enfermedad por el virus del papiloma
humano (VPH) en el cérvix uterino es detectada por el estu-
dio citolégico (Papanicolaou) y recientemente por la detec-
cién de la secuencia viral por varios métodos de biologia
molecular. Clinicamente esta enfermedad es detectada me-
diante colposcopia. Los criterios para diagnosticar citolégica-
mente la infeccién por el VPH en una célula, estan definidos y
son muy rigidos con 20 a 40% de falsos negativos. En nuestro
laboratorio hemos detectado pacientes con esta enfermedad
mediante el estudio citoldgico con criterios mas sutiles; algu-
nos de estos cambios se conocen como seudocoilociticos. En
55 pacientes en las que se encontraron estos cambios sutiles,
principalmente el refuerzo de la membrana citoplasmica, se
les realizé la deteccién del virus mediante biologia molecular
por PCR. En 33 de ellas (60%) fue positiva la presencia del
virus y adicionalmente en 10 casos mas encontramos por
colposcopia la corroboracién de infeccién por el virus. De lo
anterior concluimos que existen estos cambios mas sutiles,
que pueden ser usados para la deteccion del VPH y tienen
78.2% de correlacién con la biologia molecular y la colposcopia
juntas, con sensibilidad de 100% y especificidad de 78.2%.

Abstract

Human papillomavirus (HPV) disease is traditionally detected
by cytological study of uterine cervix (Papanicolaou) and
recently by viral sequence detection with several methods of
molecular biology. This disease is clinically detected by
colposcopy. There are very rigorous criteria to diagnose
cytologically HPV infection in one cell, with 20 to 40% of false
negative. In our laboratory, we have detected patients with
this disease by means of cytological study with more subtle
criteria; some of this changes are known as pseudokoilocytic
ones. In 55 patients, in who subtle changes were found, mainly
cytoplasmic membrane reinforcement, detection of the virus
by molecular biology with PCR was carried out. We found in
33 of them (60%) the presence of virus was positive and in
addition, 10 more cases we found by colposcopy the
corroboration of virus infection. Whit basis on the above
mentioned, we conclude the existence of these more subtle
criteria which can be used for HPV detection, with correlation
of 78.2% with molecular biology and colposcopy together,
with a sensibility of 100% and specificity of 78.2%.
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Introduccion

a presencia del Virus del Papiloma Humano
(VPH) condiciona lesién intraepitelial (LIE) en
el cuello uterino, que puede ser de alto y de bajo
grado de malignidad.'~ Los criterios citolégicos de
inclusién para el grupo de lesiones producidas por
este virus y sus consecuencias han sido discutidos
y definidos en el Sistema Bethesda (SB).¢® En di-
versas series se reportan entre 20 a 40% de falsos
negativos de estudios citoldgicos con relacién a la
colposcopia, la biopsia y la deteccién del virus por
biologia molecular.'> En el SB se dividieron las le-
siones del cuello uterino en dos grupos, las de bajo
grado de malignidad (LIEB) y las de alto grado de
malignidad (LIEA); ademas un grupo con alteracio-
nes cuya naturaleza no es clara y que puede tener
varios origenes y por lo tanto la consecuencia de
estas alteraciones no es definible y que se han de-
nominado como atipia celular de significado incier-
to. Después de aplicar estos criterios, el nimero
de lesiones diagnosticadas de bajo grado y las de
significado incierto se ha triplicado, cuya etiologia
resulta ser en un porcentaje importante la infec-
cién por VPH;*'° consecuentemente ha aumenta-
do el nimero de lesiones que hay que estudiar para
definir la conducta a seguir. La atipia celular de sig-
nificado incierto y las lesiones de bajo grado de
malignidad requieren un diagndstico mas preciso
ya que se ha demostrado que cuando estas lesio-
nes se someten a biopsia, en un nimero bajo (20%)
pero significativo, son lesiones intraepiteliales de
alto grado, es decir displasias de grado moderado
a severo y carcinomas in situ.'®'3
Las técnicas de biologia molecular han sido ex-
tensamente utilizadas para detectar y subdividir los
tipos de VPH en tres categorias: los de alta capaci-
dad oncogénica, los de grado intermedio y los de
baja capacidad oncogénica.''* Se ha explorado tam-
bién en estos estudios la posibilidad de utilizar las
técnicas de biologia molecular como un recurso
para definir en las pacientes con atipia celular de
significado incierto quiénes requieren de col-

poscopia y biopsia. También el papel de la col-
poscopia y la biopsia ha sido extensamente valo-
rado.'®'*> Se considera actualmente como es-
tandares de oro a la biopsia y a la colposcopia para
certificar la enfermedad por virus del papiloma.
Citolégicamente los casos aceptados por el SB
como cambios coilociticos necesitan ser totalmente
tipicos, es decir que el efecto citopatico del virus
debe ser expresado en su forma florida, dejando
los cambios sutiles a un lado y tipificados como
seudocoilocitosis. Tanaka y cols.'® reportan cam-
bios de coilocitosis, metaplasia epidermoide y otras
alteraciones citolégicas para diagnosticar enferme-
dad por VPH y las correlacionan con colposcopia,
biopsia y técnicas de biologfa molecular; ellos ob-
tienen un grado aceptable de correlacién con la
citologia, inclusive interobservador. Existen, por
otro lado, trabajos que niegan el valor de estos
cambios seudocoilociticos; sin embargo, a pesar
de ello sigue predominando en nuestro medio la
discrepancia sobre cudl es el criterio citoldgico para
diagnosticar el VPH y en la mayoria de los depar-
tamentos de citologia en México se siguen los cri-
terios rigidos del SB; sin embargo, en la practica
diaria muchos patélogos y citélogos utilizan estos
términos y los denominan cambios sugestivos pero
no concluyentes de infeccién por VPH. En nues-
tro laboratorio hemos utilizado estos criterios de
seudocoilocitosis pero limitados a varios cambios
no tan rigidos como los del SB, ni tan ambiguos
como los descritos en algunos trabajos.>¢'"!* El
propésito de esta comunicacién es correlacionar
estos criterios «sutiles» de la citologia para diag-
nosticar el VPH con la deteccidon del virus por la
técnica de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) en 55 casos de lesiones cervicales.

Material y métodos

Se incluyeron 55 pacientes cuya citologia cérvico-
vaginal inicial mostré cambios seudocoilociticos
(sugestivos de VPH). El VPH se exploré mediante
la técnica de PCR en una segunda toma, la cual se
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realizé bajo exploraciéon colposcédpica, que aun-
que se comentan algunos hallazgos de esta explo-
racién, la correlacién con este método sera dis-
cutida por separado en otra publicacién. Los cri-
terios de seudocoilocitosis (Figura 1) utilizados
para el diagnéstico citolégico para VPH en nues-
tro laboratorio son:

I) Refuerzo hipercromatico uniforme de la perife-
ria del citoplasma de la célula, con mayor clari-
dad en la tincion del resto del citoplasma, princi-
palmente alrededor del nicleo. El niicleo puede
no tener ninglin cambio, sin embargo cualquier
indentacién o intento de lobulacién del ntcleo es
tomado en cuenta como dato adicional;

2) Ademas la presencia de metaplasia queratini-
zante en las células endocervicales. Este Gltimo
no fue utilizado como criterio Unico para diagnos-
ticar VPH, sin embargo en casos de células aisla-
das con el criterio | y presencia de mas de dos
grupos de cinco células de metaplasia epidermoide
queratinizante se consideré como positivo.

Figura |. Cambios seudocoilociticos: flechas sencillas, células
intermedias con cambios de refuerzo uniforme de la mem-
brana citoplasmica de diversos grados, con leve palidez del
resto del citoplasma, sin cambios nucleares. Doble fecha: los
mismo cambios en células metaplasicas, en la del recuadro
inferior izquierdo existe halo claro perinuclear, sin embargo
no hay cambio en el nlcleo. Flecha chica: células de metaplasia
epidermoide queratinizante, en la del recuadro superior de-
recho existe también un discreto refuerzo de la membrana
citoplasmica.
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Cuadro I. Casos estudiados y técnica
de laboratorio aplicada.

%
Total 55 100
PCR positivos 33 60
Colposcopia positiva 43 78.2

Adicionalmente observamos que la mayor par-
te de las células con el criterio | fueron de tipo
metaplasico.

Estos dos criterios son los incluyentes minimos;
desde luego todos los criterios del SB fueron to-
mados en cuenta y que son los clasicos de cambios
coilociticos.

La muestra para realizar PCR fue tomada con
tres instrumentos: cepillo cervical, con brocha cer-
vical y con hisopo. Inicialmente se removié el ex-
ceso de moco mediante un cepillo cervical sin ro-
zar la superficie cervical; se utilizé primero la bro-
cha, barriendo la parte exocervical y la zona de
transformacién; después el cepillo endocervical, y
por ultimo con el hisopo se raspa la parte
exocervical y la zona de transformacién de nuevo.
La muestra de los tres instrumentos es colocada
en una solucién de extraccion y guardada en refri-
geracién hasta su proceso. La deteccién de los VPH
se hizo mediante PCR utilizando los oligonu-
cleétidos universales MY09/MY| |,'7'8 GP5+/
GP6+(XXX) y LCI/LC2(XXX) y los virus se
tipificaron por secuenciacion, utilizando el méto-
do fluorescente con PCR y un analizador genético

Cuadro Il. Tipos de virus de papiloma humano
detectados por PCR en el grupo de 55 pacientes.

Tipo de virus Ndm. de casos

Il 13
6 5
35 5
53 2
16, 26, 39, 42 | cada uno
51,57, 61, 62 | cada uno
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automatico, como se ha descrito previamente.'’
El estudio colposcédpico se realizé mediante
colposcopio Carl Zeiss, aplicando acido acético al
4% vy lugol utilizando los criterios habituales.2%?'

Resultados

De las 55 pacientes estudiadas por citologia, 33
(60%) resultaron positivas para VPH (Cuadro ),
cuyas variedades se presentan en el cuadro Il.
Adicionalmente por colposcopia al tomar la mues-
tra se corroboré infeccién en 43 casos (78.2%)
con lesiones tipicas de VPH utilizando los criterios
de lesiones acetoblancas elevadas cartograficas y
de puntos blancos.

Comentarios: De los resultados obtenidos po-
demos deducir que los criterios «sutiles» utiliza-
dos en este trabajo para diagnosticar VPH
citologicamente son validos, tienen 21.8% de fal-
sos positivos comparados con la colposcopiay PCR
juntos y 40% comparados con PCR para VPH. En
10 casos con lesién colposcédpica el PCR no detec-
té ningn VPH. Esta diferencia podria explicarse
por deficiencia en la toma de la muestra, muestra
insuficiente, nuevos tipos de virus no detectados
por el procedimiento empleado o sobrediagnéstico
en colposcopia. Sabemos de antemano que exis-
ten multiples causas que alteran las células, dando
morfolégicamente cambios de seudocoilocitosis
sugestivos de infeccién por VPH y que son
inespecificos. Es posible que algunos de estos cam-
bios coincidan con la infeccién por VPH y realmente
no sean efectos citopaticos del virus, sin embargo
el margen de falsos positivos reuniendo la eviden-
cia colposcépica y de PCR es de sélo 21.8%. La
PCR es un método mas sensible que la citologia y
se ha reportado la presencia de VPH en pacientes
clinica y citolégicamente sanas. En estos estudios
los criterios para diagnosticar VPH son los estric-
tos clasicos.® El estudio estadistico muestra que la
sensibilidad de estos criterios seria de 100% y aun-
que el disefio de este estudio tiene algunas
limitantes para establecer con certeza la especifi-

cidad, ésta se estimé en 78.2%. Sabemos que una
paciente con estudio citolégico anormal, en el cual
estan incluidas las de VPH y atipia celular de signi-
ficado incierto tiene mas posibilidades en los si-
guientes cinco anos de presentar una lesién
intraepitelial de alto grado,*8 en relacién con una
paciente que no lo tiene; de ahi la importancia de
reducir el nimero de estudios falsos negativos en
la deteccidn de VPH con estos criterios. Se podria
selecciona mejor a estas pacientes y seguirlas du-
rante un lapso mayor de tiempo y asi tener la po-
sibilidad de detectar cuando el cambio pre-
neoplasico ocurra; también es posible en estas pa-
cientes realizar estudio de identificacién y sub-
tipificacién de los virus para detectar los de alto
riesgo y ejercer una vigilancia mas estrecha. En este
estudio los virus de alto riesgo fueron siete, los de
riesgo intermedio ocho, y los de bajo riesgo 18, lo
cual es semejante a lo encontrado en otras se-
ries.'*8 Es importante tener en cuenta estas varia-
ciones morfolégicas, ya que el SB es un conjunto
de criterios susceptibles de perfeccién y segura-
mente en un futuro se le haran enmiendas de al-
gun tipo que contemplen cambios mas sutiles y que
puedan ser identificados de lesiones inflamatorias
no relacionadas con el virus.
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