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INTRODUCCION



1.1 INTRODUCCION

Durante la década de 1990, aparecieron numerosos estudios epidemiolégicos con
apoyo en estudios moleculares que ponian de manifiesto el papel causal de
algunos serotipos del Virus del Papiloma Humano (VPH) en el desarrollo del
cancer cervical y sus lesiones precursoras (1). En 1995 la International Agency of
Research on Cancer (IARC) catalogé los genotipos VPH 16 y 18 como
carcindgenos humanos (2). Posteriormente en el 2003, nuevos estudios de la
IARC incorporaron como carcindgenos a los tipos 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 68, 73 y 82 y como probablemente oncogénicos los tipos 26, 53 y 66 (3).
El VPH ha sido propuesto como la primera causa necesaria en un cancer
humano. Es decir que el cancer cervical no se desarrolla sin la presencia
persistente de ADN del VPH.

1.2 Importancia del cancer cervical

El cancer cervical es el séptimo cancer més frecuente a nivel mundial y en las
mujeres es el segundo cancer mas frecuente después del cancer de mama.
Aproximadamente representa un 12% de todos los canceres en mujeres. Los
ultimos datos estadisticos sobre la incidencia del cancer a nivel mundial son del
afio 2002 y se publicaron el afio 2005 (4). Se estima que durante el 2002 se
diagnosticaron 493.000 nuevos casos de cancer cervical y se produjeron 274.000
fallecimientos. Se calcula que alrededor de 1.4 millones de mujeres viven con un
cancer cervical invasivo (5). La incidencia es superior en paises en desarrollo ya
que el 83% de casos ocurre en dichos paises y en ellos es la principal causa de
mortalidad por cancer en la mujer. Mientras que en los paises en desarrollo el
cancer cervical corresponde a un 15% del total de canceres en las mujeres y un
riesgo antes de los 65 afos del 1.5 %, en los paises desarrollados corresponde a
un 3.6 % y un riesgo del 0.8%.

Las mayores incidencias las encontramos en el Africa sub-Sahariana, Melanesia,
América Latina, Caribe y Asia centrosur y sudeste, como podemos observar en la
fig. 1. La edad media de las pacientes al diagnostico es de 47 afios en Norte

Ameérica.
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Fig. 1 Incidencia mundial de céncer cervical durante el afio 2002 (www-
dep.iarc.fr/globocan/database.htm)

La mayoria de casos de cancer cervical corresponden a carcinomas escamosos

invasivos (CEl) y una pequefia proporcion se trata de adenocarcinomas.

1.3 Lesiones preneoplasicas del cancer cervical

El carcinoma escamoso cervical puede ser detectado en fases precoces, debido a
gue evoluciona lentamente desde unos estadios preinvasivos (fig. 2). que pueden

ser distinguidos morfolégicamente mediante estudios citoldgicos y/o bidpsicos.
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Fig. 2 Esquema de la expresion morfolégica de CIN y CEIl. Adaptado de Baldwin (5)

Estas fases preinvasivas del carcinoma escamoso se clasifican en dos o tres
grados segun el sistema de clasificacién citoldgico o bidpsico. Este modelo
morfolégico de carcinogénesis progresiva por etapas desde normal a CIN 1,
progresando a CIN 2, luego CIN 3y por ultimo el carcinoma invasor, fue adoptado
por la comunidad cientifica desde los estudios realizados por Richart en 1969 (6).
El modelo morfol6gico de carcinogénesis progresiva ha dado paso a un nuevo
modelo con un papel fundamental por parte del VPH en cuatro estadios: infeccion
por VPH, persistencia versus resolucion de la infeccion por VPH, progresion a

precancer y finalmente invasion (7).

En los estudios citopatolégicos las lesiones preneoplasicas se clasifican como
Lesiones Intraepiteliales Escamosas (SIL, siglas en inglés de Squamous
Intraepithelial Lesion) en dos grados, basandose en las recomendaciones
realizadas en las reuniones de Bethesda del 1988, 1991 y 2001 (8):

* SIL de bajo grado (LSIL en inglés)



* SIL de alto grado (HSIL en inglés)

En los estudios histopatoldgicos las lesiones precursoras se clasifican como
Neoplasia Intraepitelial Cervical (CIN, siglas en inglés) en tres grados siguiendo la
clasificacion de la Organizaciéon Mundial de la Salud del 2003 (9):

« CIN1

e CIN2

e CIN3

La correspondencia entre las dos clasificaciones es:
» SIL de Bajo Grado en citopatologia = CIN 1 en histopatologia
» SIL de Alto Grado en citopatologia = CIN 2 y 3 en histopatologia

El afio 1941 ocurri6 un hecho que cambiaria la evolucion natural del cancer
cervical. El Dr. George Nicholas Papanicolaou (fig. 3) nacido en Grecia el 1883 y
gue se traslad6 a Estados Unidos en 1913. Empieza a trabajar sobre los cambios
epiteliales vaginales relacionados con el ciclo estrogénico en los conejos de indias
mediante estudios vaginales citoldgicos. Posteriormente aplicd los conocimientos
adquiridos en las mujeres y en 1941 describié el método de estudio citoldgico
vaginal y las alteraciones morfologicas del cancer invasivo cervical asi como de

sus lesiones preinvasoras.

_—

Fig. 3 El Dr. George Nicholas Papanicolaou en 1958 (www.teslasociety.com/pap.htm)



A partir de aquel momento y de forma progresiva se inician los estudios
citologicos periddicos de cribado en las mujeres, coloquialmente denominados
Papanicolaou o Pap, que seran capaces de detectar el cancer en una fase
preinvasiva y tras su tratamiento adecuado se evitara la aparicion del cancer

invasor.

La implementacion progresiva de los estudios citologicos entre la poblacion de los
paises desarrollados en las décadas de 1960 y 1970 ha conseguido disminuir la
incidencia del cancer cervical de forma significativa en dichos paises. Como
ejemplo podemos citar que en Estados Unidos la incidencia del cancer cervical
era de 38 por 100.000 a finales de los 50, tasa muy similar a la observada
actualmente en los paises en desarrollo. En cambio actualmente es menor de
14.5 por cada 100.000 mujeres (10). Estos resultados han llevado a las diferentes
Sociedades Cientificas mundiales implicadas en el diagnostico precoz y
tratamiento de las lesiones cervicales inducidas por el VPH a recomendar los
estudios citologicos periddicos del cuello uterino como instrumento fundamental

para la disminucion de la incidencia del carcinoma invasivo (11-13).

Desde que en la década de 1990 se demostro que la infeccion por VPH era causa
necesaria para el desarrollo del cancer cervical se han ido introduciendo nuevos
métodos de estudio para mejorar la sensibilidad y especificidad de los estudios
citolégicos. Actualmente se estan introduciendo los estudios citolégicos en capa

fina y los estudios moleculares para deteccion del VPH (5).

En los paises en desarrollo la introduccion progresiva de programas de cribado
citolégico poblacional conseguira importantes reducciones en la incidencia de

cancer cervical.

La reciente introduccion de las vacunas contra VPH 16/18 conseguiran erradicar
en un futuro cerca de un 70% de los casos de cancer cervical (14;15) en aquellos
paises que pongan en marcha el programa de vacunaciones en la poblacion

adolescente que no aun no ha tenido contacto con el virus.



1.4 Virus del Papiloma Humano (VPH)

El Virus del Papiloma es un virus ADN perteneciente a la familia Papillomaviridae
(16). Representa un grupo de virus muy heterogéneo ampliamente distribuido en
la naturaleza, infectando principalmente vertebrados. Son virus epiteliotropos que
infectan piel y mucosas, como la bucal y la anogenital. Se han identificado més de
200 tipos de Virus del Papiloma (VP), de los que unos 100 afectan a la especie
humana (VPH) y de estos unos 40 afectan el area ano-genital. Los VPH (fig. 4)
son virus de tamafo pequefo (55 nm), no encapsulados, presentan una simetria
icosaédrica con 72 capsémeros y poseen una doble cadena circular de ADN de
unos 8.000 pares de bases.

L3
& A

Fig. 4 Microfotografia electronica del VPH. Flecha blanca indicando los capsémeros.

(modificado de www.wikimedia.org)

El genoma (fig. 5) se compone de genes precoces (E) y tardios (L). Los genes L1
y L2 codifican las proteinas que forman parte de la cipside viral y es contra estas
proteinas que se dirige la respuesta inmune del huésped. Los genes precoces E1
a E7 tienen diferentes funciones, siendo algunos de ellos los causantes de la

transformacion neopléasica de los queratinocitos infectados.
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Fig. 5 Esquema del genoma viral del VPH. Adaptado de Schiffman (23).

Estos virus tienen dos formas de replicacién: una en la que existe una replicacion
estable de un bajo nimero de copias virales en forma episomal en las células
basales, o bien una replicacion productiva en células que se dividen
continuamente. En el epitelio escamoso normal, la proliferacion celular esta
restringida a unas pocas células de la capa basal, finalizando el ciclo celular en
las células suprabasales que las conducira a la diferenciacién terminal. Cuando el
VPH infecta la capa basal y parabasal, se pueden detectar, mediante hibridacion
in situ, la expresion de los genes precoces, pero no de las proteinas estructurales
de la capside. En contraste la expresion de los genes tardios de las proteinas
estructurales y del ensamblaje viral completo esta restringido a las células
superficiales mas diferenciadas del epitelio escamoso que estan destinadas a la

descamacion (fig.6).



Fig. 6 Expresion de proteinas virales en el epitelio. Adaptado de Schiffman (23).

La replicaciéon viral estad intimamente ligada a la diferenciacion de las células
epiteliales. Consecuentemente, la replicacion del ADN viral, trascripcion del
genoma viral, asi como la formacion de la capside, s6lo ocurre en los
gueratinocitos, las células con la capacidad de la maduracién escamosa.

El receptor celular para el VPH se encuentra en las células basales del epitelio,
aunque actualmente se desconoce el receptor especifico. El virus alcanza las
células basales a través de abrasiones y microtraumas, pero sin causar infeccion
sistémica, ni respuesta inflamatoria local. En las lesiones benignas y displasias de
bajo grado, el virus existe en forma episomal en las células basales y células mas

diferenciadas. So6lo se replica, no obstante, en los nucleos de las células



infectadas y no se transmite la infeccion de una célula a otra, sino que se

disemina a consecuencia de la degeneracion de las células descamadas.

A nivel citolégico e histolégico, el efecto citopatico que causa en la célula
escamosa madura es el coilocito (figs. 7 y 8) que se caracteriza por presentar un
halo claro perinuclear y un nucleo irregular, agrandado e hipercromatico que

vy L\‘}&” -
Fig. 7 Aspecto de los coilocitos en las capas superficiales de un epitelio escamoso
infectado por VPH. (Hematoxilina-eosina, x400)*.

Fig. 8 Aspecto de los coilocitos observados en un frotis citolégico. (Papanicolaou
x2000)*.
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Las lesiones precursoras reflejan el espectro de la atipia epitelial inducida por el
VPH, que van desde proliferaciones epiteliales benignas, tipo condiloma
acuminado, hasta alteraciones del desarrollo celular, inestabilidad génica y

expresion viral génica alterada, como ocurre en CIN.

En la mayoria de canceres vemos que el genoma viral esta integrado en el ADN
celular, aunque sin presentar un cromosoma especifico para la integracion. De
forma similar, tampoco existe un sitio especifico de integracion viral, aunque con
VPH 16 se ha visto que frecuentemente ocurre cerca de la regién viral E1/E2 que
corresponde a una zona de regulacion de la trascripcion viral. La integracion
provoca una pequefia delecion de ADN, de unas 3 kilobases, y por tanto una
disrupcién de E2. Esto se acompafia de un aumento en la expresion de los
oncogenes E6 y E7, debido a que un producto del gen E2, una proteina
transcripcional activadora, reprime la accion de E6 y E7 por unién con la region
promotora p97 (17), pero con la disrupcion de E2 desaparece el control negativo
de E6 y E7 desaparece. Este hecho se considera una parte fundamental en el

desarrollo y progresion tumoral.

Se ha comprobado que la reintroduccion de E2 en el carcinoma escamoso
cervical VPH 16 provoca la inactivacion de p97 y que las células tumorales
mueren via apoptosis. En general todos los tumores VPH positivos mantienen la
expresion de E6 y E7. Sin embargo, la integracion viral en el genoma celular no
es un evento necesario para el desarrollo del cancer, ya que se ha visto en

algunos tumores que el VPH solo aparece en forma episomal.

El efecto oncogénico del VPH de alto riesgo reside principalmente en dos de sus
oncoproteinas precoces, la E6 y la E7, y en parte la E5. En una célula normal el
dafio en el ADN induce la detencion del ciclo celular y la reparacion del ADN o la
apoptosis celular, pero estos mecanismos quedan alterados por la interaccion de
los oncogenes del VPH, anulando la detencion del ciclo celular y la apoptosis.

Las dianas de las oncoproteinas virales E5, E6 y E7 son factores de transcripcion

celular (p53, familia de Rb, Quinasa Ciclina Dependiente 2, Ciclinas E y A) que

11



regulan el ciclo celular en G1. La unién de E7 con pRb degrada Rb y provoca una
proliferacion celular anormal. El gen del Rb actia en condiciones normales
impidiendo la entrada de la célula en el ciclo celular por inactivacion de la proteina
E2F, una proteina indispensable para la entrada en el ciclo celular y regulacion de
la transicion de G1/S. Por tanto la inactivacion de Rb por E7 provoca la no
inactivacion de E2F y no impide la entrada en el ciclo celular. La pérdida de la
funcién Rb conduce en condiciones normales a la activacion de p53 que suprime
el desarrollo celular e induce la apoptosis. Sin embargo en el cancer cervical la
actividad del gen p53 estd intacta y la proteina p53 se expresa en las células
transformadas, pero su actividad se ha perdido por la unién con las oncoproteinas
E6 del VPH. La inactivacién y degradacion de p53 por E6 ocurre a través de una
via ubiquitina. La pérdida de la apoptosis mediada por p53 es por tanto un hecho
fundamental en la progresion tumoral. En lesiones con CIN de bajo grado la
expresion de EG6/E7 se encuentra principalmente en células espinosas
diferenciadas que estan fuera del ciclo celular. En cambio, en CIN de alto grado y
carcinomas escamosos, la mayor expresion de E6/E7 la encontramos en células

con actividad proliferativa.

A pesar que el VPH inmortaliza las células escamosas, se requieren otros
cofactores o carcind6genos para causar tumorigenicidad. Este requisito se refleja
en el hecho de la desproporcién que existe entre la prevalencia de las tasas de
infeccion por VPH comparadas con las del cancer causado por VPH.

1.5 Prevalencia del VPH

Un metaandlisis publicado por de Sanjosé (18) el 2007 sobre publicaciones
realizadas entre 1995 y 2005 abarcando una poblacion de estudio a nivel mundial
de 157.879 mujeres sanas sin alteraciones en los estudios citologicos
presentaban una prevalencia de VPH positivo del 10.4%. La tasa era del 8.4% en
los paises desarrollados y del 13.4% en los paises en vias de desarrollo. La
prevalencia del VPH 16 entre aquellas mujeres fue del 2.6%. A nivel mundial los
cinco VPH mas frecuentes fueron los genotipos 16, 18, 58, 52 y 51, mientras que
en Europa fueron los 16, 18, 31, 33 y 58. La prevalencia en mujeres jovenes se

acercaba al 30%, disminuyendo a continuacion y aumentando de nuevo entre los
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35 y 55 afios. Este segundo pico de mayor prevalencia se da en América del
Norte entre los 35 y 45 afos, mientras que en Europa se produce entre los 45 y
55 afios. Los motivos de esta discordancia se creen debidos mas a factores de
comportamiento sexual diferente en los dos grupos poblacionales, mas que a
factores relacionados con el propio VPH. Segun los datos aportados por este
trabajo se estima en unos 291 millones las mujeres portadoras de VPH a nivel

mundial.

La prevalencia del VPH es de aproximadamente un 50% en ASCUS y oscila entre
el 20-50% en Lesiones de Bajo Grado y el 70-90% en Lesiones de Alto Grado,
siendo mas frecuente en CIN 3 que en CIN 2 (19;20). La prevalencia del VPH 16
en SIL a Europa es de un 51.8 % mientras que a nivel mundial es de un 45.4 %. A

continuacion vienen los VPH 31, 33, 58 y 18.
La prevalencia del VPH en cancer cervical (21-24) es de practicamente el 100% y

de estos un 70% son causados por VPH 16 o 18. En la tabla 1 se exponen las

diferencias de prevalencia entre Europa y el resto del mundo.

Tabla 1 Prevalencia mundial y europea del VPH (de Sanjosé, 1995-2005)

VPH Prevalencia Prevalencia
mundial Europa

16 54.4 57.9

18 15.9 15.8

33 4.3 4.4

45 3.7 2.9

31 3.5 4.0

13



1.6 Aspectos clinicos de la infeccion por VPH

Los VPH que infectan los epitelios humanos se subdividen en virus de bajo riesgo,
principalmente asociados a verrugas genitales y virus de alto riesgo, aquellos que
alguna vez han sido detectados en cancer (25). Entre los virus de bajo riesgo o no
oncogénicos tenemos los tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 y 81. Entre los
de alto riesgo u oncogénicos tenemos los tipos 16 y 18 como mas frecuentes y
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82. Como probablemente
oncogénicos deben ser considerados los tipos 26, 53 y 66. Los tipos VPH-16 y
VPH-18 han sido categorizados como de alto riesgo, en base a que se encuentran
en mas del 50% de los CIN grado 2 y 3 y en aproximadamente 70% de los

canceres de cérvix.

La infeccién por VPH puede cursar de tres formas: clinica, subclinica o latente. La
forma clinica habitual son las verrugas y condilomas genitales. La infeccion
subclinica no es visible a simple vista y es necesario la realizacion de un estudio
colposcopico del cérvix, pene, vagina, vulva o ano tras la aplicacion de &acido
acético (fig. 9) y puede ser diagnosticada citolégicamente mediante frotis

cérvicovaginales o en biopsia.

Fig. 9 Imagenes colposcoépicas del cérvix uterino mostrando Lesiones de (A) Bajo y (B)
Alto Grado. (American Family Physician www.aafp.org.)
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La infeccion latente sélo puede ser detectada mediante técnicas moleculares. Los
factores que influencian la transicion de formas clinicas a subclinicas o latentes no
estdn muy claros, pero parece que ser que la inmunidad juega un papel
fundamental (26).

El espectro de lesiones clinicas causadas por VPH es amplio y va desde

proliferaciones celulares benignas como verrugas y papilomas hasta tumores

malignos (fig. 10).

L:L:III|I1]|IIIIIIilzlflIIII!IIE_IIIIlllllglllllllllsll

Fig. 10 Formas clinicas de infeccion por VPH. A - Verrugas cutaneas. B — Papiloma
oral. C — Condiloma cervical. D — Carcinoma escamoso cervical. Imagenes
obtenidas de Internet: Enciclopedia libre Wikipedia http://en.wikipedia.org (A),
European Association of Oral Medicine www.eaom.net (B), Geneva Foundation for
Medical Education and Research http://pathcuricl.swmed.edu (D). Propia (C).

Causan verrugas cutaneas (verruga plantar por VPH 1, 2 y 4; verrugas comunes
por VPH 2, 4, 26, 27, 29, 57; verrugas planas por VPH 3, 10, 28, 49; verruga del
carnicero por VPH 7), papilomas laringeos (VPH 6, 11), condilomas anogenitales (
VPH 6, 11, 42, 44, 54) y lesiones preneoplasicas (VPH 6, 11, 16, 18, 30s, 40s,
50s, 60s). La asociacion de VPH oncogénicos con neoplasias malignas se ha
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detectado en un 20% de casos de orofaringe, 10-20% esofagicos, 10% laringeos,
80-90% carcinoma escamoso cutaneo, 50% de carcinomas basocelulares y para
los canceres anogenitales en mas del 95% de casos del cérvix, 50% de vagina,
85% anales, mas del 30% de vulva y 25% del pene (27).

1.7 Alteraciones morfoldgicas en la infeccion por V PH
El VPH alcanza el cuello uterino via transmision sexual e infecta las células

basales y parabasales en areas de erosion de la uniébn escamocolumnar (fig. 11)

de la zona de transformacion.

Fig. 11 Esquema de la unién escamocolumnar del cérvix. S1 Epitelio escamoso
exocervical. S2 Zona de transformacion con metaplasia escamosa y la union

escamocolumnar. G Epitelio columnar mucosecretor endocervical. (www.vcs.org.au).

La zona de transformacion corresponde a aquella zona del cuello uterino en
donde el epitelio escamoso estratificado del exocérvix se une al epitelio cilindrico
mucosecretor del endocérvix que desde la infancia a la edad adulta de la mujer se
ha ido introduciendo en el canal endocervical a través de un epitelio escamoso
metaplasico. Tal como se representa en el esquema de la fig. 12 en donde
podemos apreciar la situacion inicial de la unién escamocolumnar en la infancia,

gue se situa en una zona exocervical, para pasar a una zona mas endocervical en
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la vida adulta, existiendo un epitelio escamoso metaplasico que unird la union

escamocolumnar original con la de la vida adulta.

’ /)

Epitelio columnar
endocervical

LS WV LR R AT
'rl"i'll

Zona
transformacion

Unién escamocolumnar
(UEC) original

Fig. 12 Variacién de la union escamocolumnar en el cérvix. Modificado de www.prn.org.

En la figura 13 podemos apreciar los diferentes epitelios existentes a nivel
cervical: un epitelio escamoso estratificado bien glucogenizado en la porcién
exocervical, seguido de un epitelio escamoso mas inmaduro que corresponde al
epitelio escamoso metaplasico que es el que acabara contactando con el epitelio

endocervical para formar la unién escamocolumnar.
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Fig. 13 Union escamocolumnar cervical. S1 Epitelio escamoso exocervical. S2 Zona de

transformacion con metaplasia escamosa y la unién escamocolumnar rodeada por un

circulo. G Epitelio columnar mucosecretor endocervical. (Hematoxilina-eosina, x200)*.

En la zona indicada con un circulo en la fig. 13 se quiere sefalar la puerta de
entrada del VPH aprovechando pequefias erosiones en dicho epitelio que dejarian

expuestas las células basales del epitelio escamoso a la infeccion por el virus.

La incubacion se produce durante un periodo de pocos meses a un afio y

posteriormente podra aparecer la lesién intraepitelial escamosa.

Esta ampliamente aceptado que la persistencia del VPH es crucial para el
desarrollo de las lesiones cervicales preneoplasicas y el cancer (28;29). La mayor
parte de infecciones por VPH son transitorias y en 1-2 afios (30) son indetectables
incluso mediante la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).
Probablemente estas infecciones son resueltas mediante la inmunidad celular del

huésped.
Se define la persistencia, como la deteccion del mismo tipo de VPH dos o0 mas

veces durante un cierto periodo de tiempo, que va de unos meses a un afio. Esta

definicion debiera ser revisada ya que sabemos por numerosos estudios que el
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tiempo de resolucion habitual en estas infecciones es de un afio, por lo que no

seria correcto hablar de persistencia en una infeccién de un afio.

La Dra. Molano en un excelente trabajo (31) realizado en mujeres colombianas
durante un periodo de mas de 5 afios, demostré que el tiempo de aclaramiento
de la infeccion con VPH (tiempo de resolucion de la infeccion por VPH y que por
tanto dejamos de detectar el virus mediante estudios moleculares del DNA) ocurre
principalmente durante los dos primeros afios después de la primera deteccion del
VPH, con casi un 80% de aclaramiento durante el primer afio. Posteriormente al
segundo afio es muy raro que ocurra dicho aclaramiento. Otro dato muy
interesante de dicho estudio es que la tasa de aclaramiento para VPH 16 es
mucho menor que para el resto de VPH de alto o bajo riesgo, como también ya se

habia detectado en otros estudios (32;33).

Las infecciones con VPH de bajo riesgo se resuelven de forma espontanea. Las
lesiones que contienen virus de alto riesgo persisten mas tiempo y progresan mas

rapido (34). Algunas lesiones se inician como lesiones de alto riesgo.

1.8 Lesiones citologicas escamosas causadas por VPH

Desde un punto de vista citologico la clasificacion de las lesiones secundarias a
infeccion por VPH sigue las recomendaciones de la ultima reunién de Bethesda
del 2001 (35) clasificandose como Lesiones Intraepiteliales Escamosas de Bajo
Grado (LSIL) y Alto Grado (HSIL) (fig. 14) en base principalmente a las

caracteristicas nucleares y al tamaiio celular.
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Fig. 14 Hallazgos citol6gicos secundarios a infeccion por VPH. A - LSIL. B — HSIL.

(Papanicolaou x600)*.

Para aquellas alteraciones citolégicas que no cumplen todos los requisitos de
LSIL se introduce el término de Células Escamosas Atipicas de Significado
Incierto (ASC-US) y las que presentan caracteristicas sospechosas de HSIL (fig.
15), pero no cumplen todos los requisitos, se denominan, Células Escamosas
Atipicas Sospechosas de HSIL (ASC-H).

20



Fig. 15 Frotis citoldgicos con células escamosas atipicas. A — ASC-US. B — ASC-H.

(Papanicolaou x600)*.
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1.9 Lesiones histolégicas causadas por VPH

Las lesiones histolégicas en el epitelio escamoso que podemos observar en el

cérvix secundarias a la infeccion por VPH son:

Lesiones de bajo grado (LBG): Condilomas y CIN 1

Lesiones de alto grado (LAG): CIN2 y CIN 3

Carcinomas microinvasivos

Carcinoma escamoso invasivo

Histologicamente se diferencian por el grado de proliferacion del epitelio
basaloide, la atipia celular, la actividad mitdtica y los cambios coilociticos
existentes en el epitelio. De tal forma que en las lesiones de bajo grado
predomina la coilocitosis, como cambio citopatico que causa la infeccion por VPH
en el epitelio escamoso cervical y la proliferacion celular del epitelio basaloide es
escasa Yy las mitosis Unicamente se encuentran en la zona basal. Por el contrario
en las LAG se observa mayor atipia celular con menor cambio coilocitico,
actividad mitética aumentada con mitosis que alcanzan la superficie epitelial y la

proliferacion del epitelio basaloide puede alcanzar la superficie epitelial.
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En los Condilomas acuminados (figs. 16 y 17) se observa una proliferacion plana
o papilar del epitelio escamoso con abundantes coilocitos y minima proliferacién

del epitelio basal. La actividad mitética esta limitada a la zona basal.

Fig. 16 Condiloma acuminado en el que observamos papilomatosis asociada a
coilocitosis. (Hematoxilina-eosina, x40)*.

Fig. 17 Coilocitosis en Condiloma acuminado. (Hematoxilina-eosina, x400)*.
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En CIN 1 o displasia leve (fig. 18) la maduracion epitelial esta presente en los dos
tercios superiores del epitelio escamoso y la proliferacion basaloide no rebasara el
tercio inferior. El resto del epitelio que madura estara constituido por
gueratinocitos con coilocitosis. La atipia nuclear puede observarse en todo el
grosor epitelial, pero es leve. La actividad mitotica es escasa y limitada al tercio
basal, observandose de forma muy ocasional figuras de mitosis atipicas.

Fig. 18 CIN 1, caracterizado por presentar proliferacion basaloide en el 1/3 inferior del
epitelio y coilocitosis en capas superficiales. (Hematoxilina-eosina, x400)*.

24



En el CIN 2 o displasia moderada (fig. 19), la maduracion epitelial esta limitada a
la mitad superior del epitelio, la atipia nuclear es marcada en todo el grosor
epitelial. La proliferacién basaloide alcanzara por tanto la mitad del grosor y la
actividad mitotica afectara los dos tercios inferiores del epitelio, identificandose
figuras mitéticas atipicas frecuentes. Se observara coilocitosis en

aproximadamente la mitad superficial epitelial.

Fig. 19 CIN 2 en el que se observa proliferacion de células basaloides que ocupan
aproximadamente la mitad del grosor epitelial y el resto presenta atipia coilocitica.

(Hematoxilina-eosina, x400)*.
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En el CIN 3 o displasia severa (fig. 20), la maduracion del epitelio ser& inexistente
o limitada a la porcion mas superficial del epitelio, por tanto la proliferacion de
células basaloides ocupara practicamente todo el grosor epitelial. La atipia nuclear
sera marcada en todo el epitelio y la actividad mitética se observa en cualquier
nivel con formas atipicas frecuentes. Los fendmenos de coilocitosis son

practicamente inexistentes.
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Fig. 20 CIN 3 en el que se observa la gran proliferacion de células basaloides que ocupan
casi el grosor completo del epitelio. (Hematoxilina-eosina, x400)*.
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El carcinoma escamoso microinvasivo se define como un carcinoma escamoso
con una infiltracion estromal del tejido conjuntivo subepitelial inferior a los 5 mm.
El carcinoma escamoso invasivo (fig. 21). es aquel que presenta una infiltracion
estromal superior a los 5 mm. o bien la extension longitudinal del carcinoma es

superior a 7. mm.

Fig. 21 Carcinoma escamoso cervical en donde observamos nidos invasivos de epitelio
escamoso queratinizante en el tejido conjuntivo subepitelial del cérvix. (Hematoxilina-
eosina, x200)*.

La deteccion del VPH en el epitelio escamoso infectado puede ponerse de
manifiesto de diferentes métodos. ElI método mas sensible y especifico es
mediante la Reaccion en cadena de la Polimerasa.

Otro método empleado aunque menos sensible, es la hibridacién in situ, que nos
permite determinar visualmente la presencia del VPH en la célula infectada ya que
se realiza sobre cortes histolégicos de las lesiones. La sefal positiva se traduce

en tres patrones de tincién nuclear:
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1) Tincién nuclear homogénea o episomal  (figs. 21 y 22), cuando el ADN viral
se encuentra se encuentra en forma episomal: libre y circular. Representa alta
carga viral y en general asociado a tipos de bajo riesgo, por lo que suele
asociarse a SIL de bajo grado, pero también lo observamos en SIL de alto grado.

— - i’ b

Fig. 21 Hibridacion in situ. VPH 6/11 positivo en Condiloma Acuminado. Patron episomal.

(x800)*.
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2) Tincion nuclear puntiforme o integrada (fig. 23), cuando el ADN viral se
encuentra integrado en el genoma de las células. Solemos observarlo en

carcinoma.

i
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Fig. 23 Hibridacion in situ. VPH 16/18 positivo en Carcinoma Escamoso infiltrante

cervical. Patron integrado. (x600)*.
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3) Patron mixto (fig. 24). Patron nuclear homogéneo en capas superficiales y
patrén puntiforme en capas intermedia o/y basal. Suele verse en infecciones por
VPH 16.

Fig. 24 Hibridacion in situ. VPH 16/18 positivo en CIN 3. Patron mixto. (x600)*.
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1.10 Tratamiento de CIN 2y 3

El tratamiento consensuado en las diferentes Sociedades Cientificas
(12;12;36;37) para los CIN de alto grado es similar, recomendando la exéresis
quirargica de la lesion mediante asa diatérmica (fig. 25) con exéresis simple de la
zona de transformacion o una doble exéresis conica, que incluya exocérvix y

endocérvix o la conizacion clasica mediante bisturi.

Fig. 25 Procedimiento de exéresis de la zona de transformacion cervical mediante asa
diatérmica. A) Identificacion de la zona lesional ~mediante acido acético

(www.aafp.org/afp). B) Extirpacion mediante asa diatérmica (www.mountnittany.org).

1.11 Perspectivas futuras del estudio del VPH

La introduccién progresiva de las vacunas contra VPH 16/18 (14;15;38-42)
provocard una importante disminucion de lesiones precancerosas y cancer
invasivo de aproximadamente un 70% , pero sus efectos no se esperan hasta
dentro de 20 o 30 afios(43). Por este motivo y porque las vacunas aun no incluyen
los otros VPH carcinogénicos sera necesario el mantenimiento del cribado
poblacional mediante estudios citolégicos periddicos y tests de DNA del VPH
(7;44). Numerosos estudios han demostrado la mayor sensibilidad de los tests de
DNA en frente de la citologia, pero con una menor especificidad (45;46). Dado

gue actualmente lo que se trata son lesiones epiteliales y no simplemente el
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hecho de estar infectado por VPH, tanto las técnicas citolégicas como los tests de
DNA de VPH deberan ser empleadas en el cribado poblacional, como esta
actualmente aprobado por las diferentes sociedades cientificas y estados
(7;11;13;47;48), pero en un futuro bastante proximo es muy posible que el estudio
poblacional sea realizado inicialmente mediante test de DNA del VPH vy
posteriormente se realice estudio citolégico en las mujeres con test positivo
(44;44,;49;50).

1.12 Justificacion y estructura del trabajo

Desde que la clasificacion citolégica de las lesiones preneoplasicas en cérvix se
realiza en dos grados basandose en las recomendaciones de Bethesda (8) y que
CIN 2 y CIN 3 se tratan de forma similar, existe una corriente favorable entre
algunos patdlogos a clasificar también desde un punto de vista histolégico CIN 1
como Lesion Intraepitelial escamosa de bajo grado y agrupar CIN 2 y CIN 3 como
una sola entidad bajo la denominacién de Lesion Intraepitelial escamosa de alto
grado, de forma similar a la que se emplea en los estudios citoldgicos,
argumentando que el tratamiento es similar y que se alcanzaria mayor
reproducibilidad de diagnostico entre patélogos al clasificar dichas lesiones, ya
que se ha demostrado que el diagnostico de CIN 2 es poco reproducible entre los
patologos (51;52).

Intentaremos demostrar que CIN 2 y CIN 3 son dos lesiones diferentes desde un
punto de vista morfométrico analizando el area, profundidad, afectacion glandular,
actividad mitética y vascularizacion de CIN 2 y CIN 3 en las piezas de reseccion
quirurgica obtenidas como tratamiento de dichas lesiones en el Hospital General
de Catalunya, durante el periodo 1991-2008. También intentaremos aprovechar
los resultados obtenidos de las técnicas de tipificacion de VPH mediante
Hibridacion In Situ que se realizaron en nuestro hospital durante el periodo 1998-
2003 en una parte de los casos de nuestro estudio para determinar si existen
diferencias en cuanto a la etiologia por parte del VPH implicado en CIN2 y 3.
Hasta el momento la tipificacion del VPH en CIN no esta indicada como método
de estudio rutinario y Unicamente se realiza con finalidad académica. En los
grandes centros hospitalarios la tipificacion del VPH se realiza mediante la

Reaccion en Cadena de la Polimerasa por ser un método mucho mas sensible

32



gue la Hibridacién in Situ, pero en centros hospitalarios de menor volumen se han
estado realizando entre otras técnicas de tipificacion del VPH la Hibridacion In
Situ por ser una metodologia al alcance de cualquier Servicio de Anatomia
Patoldgica. Ha sido en el contexto de centro hospitalario de tamafio intermedio
que realizamos durante unos cinco afios en nuestro servicio la tipificacion del VPH

con fines académicos mediante Hibridacion In Situ.
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CAPITULO Il

HIPOTESIS



2.1 HIPOTESISIntentaremos demostrar que la Neoplasia Intraepitelial Cervical

grado 3 es diferente que el CIN 2 en cuanto a:

© N o g s~ w D PE

Edad de las pacientes

Superficie afectada por la lesion en el cérvix
Longitud méxima de la lesién

Afectacion intraglandular

Profundidad maxima de la lesion

indice mitotico

Formacion de papilas vasculares

Tipo de VPH presente en la lesion

Hipétesis nulas y alternativas:

© N o o h~ WD PE

La edad de las pacientes con CIN 2 o CIN 3 son similares
Las superficies afectadas por CIN 2 o CIN 3 son similares
La longitud maxima alcanzada por CIN 2 o CIN 3 no son diferentes

No existen diferencias entre la afectacion intraglandular por CIN 2 o CIN 3

La profundidad maxima alcanzada por CIN 2 y CIN 3 son similares
El indice mitotico en CIN 3 es similar al de CIN 2
La formacion de papilas vasculares en CIN 2 y CIN 3 es similar

Los tipos de VPH son similares en CIN 2y CIN 3
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CAPITULO Il

FUNDAMENTOS
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3.1 Fundamentos del estudio

Desde que en las reuniones de Bethesda se introdujo la nueva terminologia
diagnostica citologica de las lesiones preneoplasicas del cérvix en Unicamente
dos categorias LBG y LAG existe controversia entre los patologos entre incorporar
la terminologia citoldgica a los estudios bidpsicos o bien mantener en biopsias las

tres categorias diagnodsticas de CIN 1, 2y 3.

Dado que el tratamiento es similar para CIN 2 y 3, es decir exéresis de la lesion,
habitualmente mediante conizacion con asa electroquirdrgica,
independientemente del tipo de VPH presente o del tamafio que ocupe la lesion,
ha existido poco interés entre los patdlogos en investigar diferencias morfolégicas
y etiolégicas entre las dos entidades, que mejorasen la reproducibilidad de
diagnosticos interobservadores. De esta forma las voces que defienden un
sistema de diagndstico similar para biopsias y citologias ven favorecidas sus tesis
en el hecho que los diagndsticos son mas reproducibles entre patélogos cuando

trabajamos con un sistema de dos categorias que con uno de tres.

Entre los factores de riesgo que favorecerian la persistencia y la progresion a
cancer se consideran el tabaco, la inmunidad y el tamafio de la lesion

precancerosa.

Existe poca literatura que estudie diferencias entre ambas categorias de lesiones
de alto grado y por tanto creemos adecuado investigar algunos de los parametros
que pueden ayudar a mejorar la reproducibilidad diagnéstica y apoyar al

mantenimiento de CIN en tres categorias.
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CAPITULO IV

OBJETIVOS
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4.1 Objetivos:
Demostrar las diferencias morfométricas y de tipo de VPH existentes entre CIN 3

y CIN 2:

1. Demostrar que CIN 3 provoca lesiones de mayor superficie que CIN 2

2. Demostrar que CIN 3 causa lesiones mas extensas longitudinalmente que
CIN 2 en el canal cervical

3. Demostrar que CIN 3 afecta con mas frecuencia las glandulas
endocervicales que CIN 2

4. Demostrar que CIN 3 causa lesiones mas profundas en las glandulas
endocervicales que CIN 2

5. Demostrar que la actividad mitotica en CIN 3 es superior que la de CIN 2

6. Demostrar que CIN 3 provoca mayor proliferacion vascular que CIN 2 en

forma de papilas vasculares intraepiteliales

Demostrar que los serotipos del VPH presentes en CIN 3 son diferentes
que los de CIN 2

Demostrar que la edad de las pacientes con CIN 3 es superior a las de
CIN 2
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CAPITULO V

MATERIAL Y METODOS
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5.1 Ambito de estudio

El Hospital General de Catalunya es un centro hospitalario privado ubicado en
San Cugat del Vallés que ofrece atencion médica integral a todos sus usuarios.
Cuenta para ello con todas las especialidades médicas y quirurgicas. Dispone de
unas 300 camas para ingresos y se realizan en sus consultas externas mas de
1000 visitas diarias.

Entre sus especialidades cuenta con un Servicio de Ginecologia y Obstetricia que
atiende al control periddico de las mujeres para la prevenciéon del cancer cervical.
Las muestras citolégicas y biopsicas generadas en dichos estudios son

estudiadas por el Servicio de Anatomia Patolégica del mismo hospital.

5.2 Poblaciéon Diana

Mujeres que fueron visitadas en el Servicio de Ginecologia y Obstetricia para

cribado del cancer cervical.

5.3 Poblacién de estudio

Mujeres diagnosticadas por citologia de ASC, ASC-H, LSIL o HSIL, que cumplian

los siguientes criterios de inclusion.
5.4 Criterios de inclusion
» Estudio bidpsico posterior a la citologia con diagnéstico de CIN 2 0 3
e Tratamiento mediante Conizacibn con asa electroquirdrgica o
histerectomia

5.5 Criterios de exclusion

* Mala orientacién de la pieza
» Falta de datos macroscopicos

» Ausencia de CIN de alto grado en la pieza
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« Falta de datos de filiacion
* Mujeres no caucasicas

» Pacientes con inmunosupresion

5.6 Muestra

Durante el periodo 1991-2008 en el Hospital General de Catalunya fueron
tratadas 188 pacientes con diagnostico de CIN 2 o 3. De ellas estudiamos un
grupo de 148 pacientes segun criterios de inclusion y exclusion. Las pacientes
fueron tratadas con conizacion cervical mediante Asa de escision
electroquirargica (LEEP, siglas inglesas de Loop Electrosurgical Excision
Procedure), excepto cuatro que fueron sometidas a histerectomia. La conizacion
se realizd6 como terapia de un diagndstico previo por biopsia de CIN 2 0 3. Las
piezas de histerectomia correspondieron a pacientes posmenopausicas de mas

de 65 afios con diagnostico de CIN 3 que no desearon tratamiento conservador.

5.7 Metodologia de trabajo

Las piezas de histerectomia y conizacion cervical fueron manejadas de la forma
convencional para su estudio histopatologico. Se recibieron en fresco marcadas
con una grapa a las 12 horas y tras ser seccionadas por dicho punto en sentido
craneo-caudal se fijaron extendidas sobre una superficie rigida durante 24 horas
(fig. 26).

42



Fig. 26 A. Cono cervical en fresco sefializado con una grapa a las 0 h. B. Pieza abierta

tras su seccién a las 0 h., lista para su fijacién. Archivo del Servicio de Anatomia

Patoldaica del Hosnital General de Catalunva.

Posteriormente fueron divididas en cuadrantes, comprendidos entre las O y 3
horas, entre las 3y 6, entre las 6 y las 9 y finalmente entre las 9 y las 12 horas.
Cada cuadrante fue seccionado en cortes convencionales de un grosor de 2 a 3
mm. (fig. 27), obteniéndose de 3 a 4 cortes de tejido por cada cuadrante en total
de 12 a 16 cortes por cada cono.



Fig. 27 Esquema de los cortes seriados realizados al cono (A) y su divisién en
cuadrantes (B). Archivo del Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital General de
Catalunya.

El grosor promedio del corte en cada caso se obtuvo al dividir la longitud total de
la pieza extendida por el nUmero de cortes obtenidos.



Cada corte de tejido fue procesado y teilido con Hematoxilina y Eosina para su
estudio histopatoldgico.

Los cortes de tejido examinados con el microscopio (fig. 28) mostraban una
superficie recubierta por epitelio escamoso exocervical en uno de sus extremos y

en el opuesto epitelio endocervical con invaginaciones glandulares, presentando

en la zona central el &rea de CIN.

Fig. 28 Microfotografia a bajo aumento en donde podemos apreciar dos cortes de un cono.
En uno de los extremos se reconoce epitelio escamoso exocervical (flecha negra) y en el
opuesto epitelio endocervical (flecha vacia). (Hematoxilina-eosina x20)*.
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La longitud de cada zona de corte histolégico afectado por CIN se midio
empleando un microscopio convencional (OLYMPUS BH2), equipado con un
micrometro en un ocular, mediante el cual determinaremos la longitud proximal-
distal de CIN en cada corte afectado y la profundidad de la afectaciéon glandular
por CIN. La longitud de cada seccion afectada multiplicada por el grosor del corte
nos da el area afectada en cada corte, que posteriormente habrd de sumarse al
resto de cortes con lesidn de cada pieza de conizacion o histerectomia para dar el
total de extensién afectada en mm?.

Todas las microfotografias del trabajo han sido tomadas con una camara digital
Sony Cyber-shot DCSP-71 de 3.2 megapixels aplicada directamente sobre uno de
los oculares del microscopio, aplicando en algunos casos zoom 6ptico hasta 3x de
la cAmara que aumentaba la imagen original del microscopio. Se identifican en el

trabajo con un *.
La longitud maxima (LM) de cada lesion expresada en mm. sera la distancia

mayor (fig. 29) que alcance en sentido proximal-distal la lesion de CIN en cada
pieza estudiada.

Y ]

Fig. 29 Linea discontinua indicando la longitud méaxima (LM ) del CIN en un
cono. (Hematoxilina-eosina x20)*. 16



La afectacion glandular por CIN la definimos como la presencia de epitelio
displasico escamoso en el interior de glandulas endocervicales. La profundidad
maxima (PM) que alcance la afectacion glandular sera expresada en mm. y
correspondera a la distancia mayor (fig. 30) que alcance la lesion desde la capa
basal del epitelio displasico hasta la zona mas profunda que alcance el epitelio
displasico escamoso en el interior de las glandulas endocervicales.

Fig. 30 Linea continua indicando la profundidad maxima (PM) en mm. de la afectacion

glandular por epitelio displasico. (Hematoxilina-eosina, x40)*.
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El indice mitético indicara el promedio de mitosis por mm. lineal de CIN sin contar
las existentes en las extensiones del epitelio displasico en las glandulas
endocervicales (figs.31y 32).

Fig. 31 Flechas indicando cinco mitosis en un fragmento de CIN 2. (Hematoxilina-eosina,
x600)*.



Fig. 32 Fragmento de CIN 3 con once mitosis (circulos amarillos). No se incluyen en el
contaje las existentes en el epitelio displasico que afecta a una glandula (flecha).
(Hematoxilina-eosina, x400)*.
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La presencia de papilas vasculares en el epitelio displasico indica la existencia de
invaginaciones vasculares o fibrovasculares en el epitelio displasico (Figs. 33 y
34).

S At S S o bl A .m‘; e
Fig. 33 Flechas indicando la presencia de papilas vasculares en CIN 3. (Hematoxilina-

eosina, x400)*.

Fig. 34 Ausencia de papilas vasculares en CIN 3. (Hematoxilina-eosina, x200)*.
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En adelante nos referiremos de forma genérica como piezas de conizacion a
todos los casos incluyendo tanto las piezas quirdrgicas obtenidas mediante LEEP
como las obtenidas de histerectomia, ya que el cérvix de dichas piezas

quirurgicas fue tratado metodolégicamente de forma similar.

El estudio del tipo de VPH se realiz6 mediante dos equipos comerciales: panVPH
DISH kit de Kreatech Biotechnology (del 1998 al 2000) y VPH-GenPoint™ de
DAKO (del 2001 al 2003), disefiados para la deteccion de ADN de VPH en tejidos
fijados en formol e incluidos en parafina, segun protocolos aportados por los
fabricantes, determinando los tipos de VPH: 6/11, 16/18 y 31/33 (Dako) o
31/33/51(Kreatech). La positividad de los casos se determinaba por la presencia

de tincidn positiva nuclear del epitelio displasico (Fig. 35).
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Fig. 35 Hibridacion in situ. VPH 16/18 positivo en CIN 3. (x200)*.

5.8 Anédlisis estadistico:

Las variables a analizar en este trabajo se han procesado estadisticamente con el
programa SPSS 17.0. El andlisis de los datos realizado, es el de la estadistica
descriptiva de las variables, con una tabla de frecuencias para las cualitativas y el
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calculo de media y desviacién tipica para las cuantitativas. Para el contraste de
las variables cuantitativas entre dos grupos de comparacion se ha realizado el test
T-student en el caso de cumplirse normalidad y una prueba U de Mann-Whitney
en caso contrario y en el caso de tener mas de dos grupos de comparacion el
contraste realizado ha sido una prueba ANOVA o un test de Kruskall-Wallis en
funcién de si se cumplia 0 no normalidad respectivamente. Las pruebas de
Normalidad se han realizado con un test de Shapiro-Wilk para los grupos de
menos de cincuenta individuos y con un test de Kolmogorov-Smirnov para los de
mas de cincuenta. Por ultimo, para la comparacion de dos variables cualitativas
se ha procedido a un contraste de proporciones con un test x? de Pearson. Todos

los test de hipotesis se han realizado con un nivel de significacion a=0.05.
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CAPITULO VI

RESULTADQOS
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6.1 Resultados

Las 148 pacientes del estudio presentaban una edad media de 37.85 afios (21-
77) con una desviacion tipica de 10.76. La distribucion por edades podemos
observarla en la fig. 33. y tabla 2 con un predominio de pacientes en el grupo de
edad comprendido entre los 30 y 40 afios que corresponde a 78 sujetos (52.7%).

Tabla 2 Edades agrupadas de las pacientes del estudio

EDAD
(agrupa  Frecuencia %
da)

20-29 27 18,2%

30-39 78 52,7%

40-49 20 13,5%

50-59 14 9,5%

60-69 7 4,7%

>70 2 1,4%

Total 148 100,0
903
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Fig. 36. Distribucion de la edad de los pacientes



Los diagndsticos histolégicos de las 148 piezas de conizacién cervical fueron:
« CIN 2 : 66 casos (44.6 %) con una edad media de 35.9 +/- 9.63 afos (21-
66)
 CIN 3 : 82 casos (55,4 %) con una edad media de 39.4 +/- 11.4 afos (22-
77)

Tanto en CIN 2 como en CIN 3 el grupo mayor de pacientes estaba comprendido
entre los 30-39 afios, en concreto 57.6 y 48.8 % respectivamente. En ninguno de
los grupos de edad se observa diferencias en cuanto a incidencia de los dos tipos

de CIN, tal como podemos observar en la tabla 3y en la fig. 37.

Tabla 3 Edades de las pacientes de CIN 2y CIN 3

CONO DIAGNOSTICO
EDAD (agrupada)
CIN 2 CIN 3
14 13
20-29
21.2% 15.9%
38 40
30-39
57.6% 48.8%
7 13
40-49
10.6% 15.9%
5 9
50-59
7.6% 11.0%
2 5
60-69
3.0% 6.1%
0 2
>70
0,0% 2.4%
66 82
Total
100% 100%
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Fig. 37 Distribucién por edades y tipo CIN

La aplicaciéon de una prueba U de Mann-Whitney para muestras independientes
da una p-valor de 0.059>0.05 que indica que no existen diferencias significativas
entre la edad media de las pacientes con diagnodstico CIN 2 y CIN3. (Se usa una
prueba no paramétrica debido al no cumplimiento de Normalidad de la variable
Edad ni en el Grupo de CIN 2 ni en CIN3)

Respeto al area media del cérvix afectada por CIN en los conos fue de 52.07
mm? (1.75-383.25) y una desviacién tipica de 57.64. Cabe observar que hay dos
individuos con valores extremos, con un area afectada de 259 y 383,25 mm?, si
se excluyen estos individuos de la muestra, la media fue de 48.39 (1.75-209.10) y

una desviacion tipica de 48.02, expresados graficamente en la fig. 38.
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Fig. 38 Distribucion del &rea del Cérvix afectada por CIN

Los resultados de las mediciones de la extension de CIN 2 y CIN 3 se expresan
en la tabla 4. El area media obtenida para los casos de CIN 2 fue de 26.55 mm?
(1.75-121.75) con una desviacién tipica de 24.30 y para CIN 3 de 72.61 mm?
(3.30-383.25) siendo su desviacion tipica de 67.81. El caso de mayor extension
(383,25 mm?) correspondi®é a un CIN 3 en una pieza de histerectomia con
afectacion completa de toda la circunferencia cervical y una longitud maxima de la

lesion en sentido proximal-distal de 21 mm.
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Tabla 4 Areas totales de CIN en las 148 piezas quirGrgicas

Area afectada en CONO DIAGNOSTICO
mm? CIN 2 CIN 3
0-10 14 (21.2%) 8 (9.8%)
>10 — 20 21 (31.8%) 7 (8.5%)
>20 — 30 12 (18.2%) 11 (13.4%)
>30 — 40 5 (7.6%) 7 (8.5%)
>40 — 50 5 (7.6%) 7 (8.5%)
>50 — 60 3 (4.5%) 4 (4.9%)
>60 — 70 2 (3%) 9 (11%)
>70 — 80 1 (1.5%) 2 (2.4%)
>80 — 90 0 6 (7.3%)

>90 — 100 1 (1.5%) 4 (4.9%)
>100 2 (3%) 17 (20.7%)
66 82
Total
100% 100%

Aproximadamente un 71% de casos de CIN 2 tienen menos de 30 mm?, mientras
que en CIN 3 ocurre lo contrario, que un 69% de casos tienen mas de 30 mm?.
La distribucion en forma de grafico se representa en la fig. 39. La aplicacion de la
prueba U de Mann-Whitney para muestras independientes da un p-valor de
0.000<0.05 que nos indica que existen diferencias estadisticamente significativas
entre el area del cérvix afectada en aquellos pacientes con CIN 2 y pacientes con
CIN3, siendo en estos ultimos mucho mayor, con una diferencia media de 46

mm?.
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Fig. 39 Distribucion del area del Cérvix afectada segun CIN

La media de la longitud maxima en sentido proximal-distal afectada por CIN fue
de 5.20 mm (0.5-21) lineales con una desviacion tipica de 3.59. Los datos se

expresan en forma de gréfico en la fig. 40.
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Fig. 40 Distribucion de la longitud maxima del CIN

En CIN 2 la media fue de 3.41 mm. (0.50-9.50) con una desviacion tipica de 2.04,
mientras que para CIN 3 la longitud media maxima fue de 6.64 mm. (0.50-21.00)
con una desviacion tipica de 3.91. La distribuciéon en forma de grafico viene
representada en la fig. 41 y en la tabla 5. La prueba U de Mann-Whitney para
muestras independientes muestra un p-valor de 0.000<0.05, que demuestra que
la longitud méxima que alcanzan las lesiones tipo CIN 3 es de forma

significativamente mayor que las de CIN 2, con una diferencia media de 3.13 mm.
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Tabla 5 Longitud Maxima de CIN en las 148 piezas quirlrgicas

CONO DIAGNOSTICO
Longitud méxima
CIN 2 CIN 3
0-3 mm
37 (56.1%) 18 (22.0%)
>3-6 mm
22 (33.3%) 27 (32.9%)
>6-9 mm
6 (9.1 %) 17 (20.7%)
>9 mm
1 (1.5%) 20 (24.4%)
66 82
Total
100% 100%
60%
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Fig. 41 Distribucioén de la Longitud maxima segun CIN
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La afectacion glandular por CIN se observa en 102 de los 148 casos de CIN
(68.91%). Cuando lo estudiamos por tipo de CIN obtenemos los siguientes datos:
La afectacién glandular la identificamos en 30 de los 66 casos de CIN 2, que
corresponde al 45.4%, mientras que en CIN 3 la encontramos en 72 de los 82
casos estudiados (87.8%). Los datos en forma de gréafico se representan en la fig.
42. La aplicaciéon de la prueba x2 de Pearson da un p-valor de 0.000<0.05 que
indica que la incidencia de afectacion glandular en CIN 3 es significativamente

mayor que en CIN 2.

CONO DIAG

Bcin2
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Porcentaje

No Si
AFECTACION GLANDULAR

Fig. 42 Distribucion de la Afectacion Glandular segun CIN

En los casos que presentaron afectacion glandular por CIN, la profundidad media
de la lesion fue de 0.99 mm. (0.2-4.4) con una desviacion tipica de 0.65 (fig. 43).
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Fig. 43 Distribucién de la profundidad de la afectacion Glandular en CIN

En CIN 2 la media de profundidad de la afectacion glandular fue de 0.75 mm. (0.2-
2.5) con una desviacion tipica de 0.50. En CIN 3 la media fue de 1.10 mm. (0.2-
4.4) con una desviacion tipica de 0.68. Los datos se expresan en forma de gréafico
en la fig. 45. La aplicacion de la prueba U de Mann-Whitney para muestras
independientes nos da un p-valor de 0.02<0.05 que indica que la profundidad
media de la lesion intraglandular en CIN 3 es significativamente mayor que en CIN

2. La diferencia media es de 0.35 mm.
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Fig. 44 Distribucion de la profundidad de la afectacién Glandular segun tipo de CIN

El indice mitético en CIN da una media de 4.59 mitosis por mm. lineal de lesion
(0-23.70) con una desviacion tipica de 3.36. El indice mitético medio en CIN 2 fue
de 3.14 con una desviacion tipica de 1.58, mientras que en CIN 3 fue de 5.76 con
una desviacion tipica de 3.92. Los datos en forma de grafico estan representados
en la fig. 45, pudiendo destacarse que CIN 2 con mas de 6 mitosis por mm. lineal

es muy infrecuente, aproximadamente el 3%.
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Fig. 45 Distribucién del indice mitético segun tipo de CIN

La aplicacién de la prueba U de Mann-Whitney para muestras independientes da
un p-valor de 0.000<0.05 que indica que el indice mitotico en CIN 3 es
significativamente mayor que en CIN 2. La diferencia media es de 2.62.

También hemos estudiado la relacion entre tamafio de la lesion e indice mitotico.
La mediana del area afectada por CIN es de 31.65. Hemos dividido en dos grupos
las areas de las lesiones, las inferiores a 30 mm? (n= 73) y las iguales o
superiores (n=75). La media del indice mitético en las lesiones inferiores es de
3.20 con una desviacion tipica de 1.64, mientras que las lesiones iguales o
superiores a 30 mm? tienen un indice mitético promedio por mm lineal de 5.94 con
una desviacion tipica de 4.0 (fig. 46). La aplicacion de la prueba U de Mann-
Whitney para muestras independientes nos da un p-valor de 0.000<0.05 que

indica que el indice mitético en las lesiones iguales o mayores a 30 mm? es
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significativamente mayor que en las menores. La diferencia media es de un indice

mitotico por mm lineal de 2.74

MITOSIS
Mo-3
H>3-6
O>6-9
H>9

80,0%]

60,0%]

40,0%

Percent

20,0%

0,0%=
<30 mm2 >=30 mm2

Area CIN

Fig. 46. Distribucion del indice mitético en CIN inferior o superior a 30

Cuando estudiamos la relacién entre indice mitético, extension de la lesion y tipo
de CIN. Los resultados se expresan en la tabla 6. Vemos que CIN 2 con un area
igual o superior a 30 mm? tienen un indice mitético de 3,18+1.81 por mm lineal,
mientras que en los 56 casos similares de CIN 3 es de 6,73+5.58 mitosis por mm
lineal. En las lesiones con un area de menos de 30 mm? ocurre algo similar, con
un indice mitético de 2,99+1.72 en CIN 2 frente a 5,13+3.91 de mitosis por mm
lineal en CIN 3. Al estudiar la interaccién entre indice mitotico y CIN respecto al
area, mediante una ANOVA (Analisis de varianza) de dos factores, vemos que el
primer factor, CIN con un p-valor de 0.000<0.05 nos indica que el indice mitético
es diferente entre pacientes con un CIN 2 y CIN 3, con un p-valor de 0.331>0.05

nos indica que en cuanto al segundo factor, Area, no existen diferencias
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estadisticamente significativas entre los pacientes con un area <30 mm? o los de

area superior, en cuanto al p-valor referente a la interaccion de los dos factores

con un valor de 0.215>0.05, nos dice que la interaccion entre Area y CIN no es

estadisticamente significativa, por lo que podemos concluir que el Unico factor que

diferencia el indice mitético es el tipo de CIN.

Tabla 6 Actividad mitética segun CIN y area lesional de CIN

Area CIN

Area CIN =30 mm?

Area CIN <30 mm?

CIN 2 | Mitosis
Diagndstico

3,18+1.81 (n=47)

2,99+1.72(n=19)

CIN 3| Mitosis

6,73%5.58(n=56)

5,13+3.91(n=26)

La presencia de papilas vasculares en CIN la encontramos en el 45.3% de casos.

La presencia de papilas en pacientes con CIN 2 es del 41.8% y en pacientes con

CIN 3 del 58.2%. Los datos en forma de grafico estan representados en la fig. 47.

La aplicacion de una prueba x2 de Pearson da un resultado de p-valor de

0.533>0.05 que demuestra que no existen diferencias significativas entre los dos

tipos de CIN en cuanto a la presencia de papilas vasculares en el epitelio, por lo

tanto la presencia de papilas no es un indicador del tipo de CIN.
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Fig. 47. Distribucion de papilas vasculares en CIN

La deteccion de VPH mediante Hibridacion in situ se realiz6 en 78 casos del
periodo comprendido entre 1998 y 2003. Los resultados se expresan en la tabla 7.
En conjunto se obtuvo positividad para VPH mediante Hibridacién in situ en el
66.6 % del total de casos estudiados, no siendo ningun caso positivo para virus de
bajo riesgo (VPH 6/11). El andlisis estadistico no muestra diferencias significativas
en la distribucién de VPH en CIN.
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Tabla 7 Resultados Hibridacion in situ para VPH

Tabla de contingencia CONO DIAG * VPH

VPH 6/11 |VPH VPH VPH
No. (%) 16/18 31/33 NEG.
No. (%) No. (%) No. (%)
CIN 2 0 14 14 7 (20.0%)
(40.0%) (40.0%)
CIN 3 0 18 6 (14.0%) 19
(41.9%) (44.2%)
CIN 0 32 20 (25.6) | 26 (33.3
(41.1%)

La distribucién de los casos positivos para VPH segun CIN es en CIN 2 de 80%
tanto para VPH 16/18 (40%) como para VPH 31/33 (40%) y en CIN3 un 55.9%
de casos positivos tanto para VPH 16/18(41.9%) como para VPH 31/33 (14.0%).
En CIN 3 se observa predominio de VPH 16/18 mientras que en CIN 2 se reparten
equitativamente VPH 16/18 y VPH 31/33. El analisis estadistico para la
comparacion de proporciones de casos positivos y negativos mediante un test x2
de Pearson indica que hay diferencias estadisticamente significativas con un p-
valor de 0.024<0.05. En la comparacion de proporciones de VPH-, VPH 16/18 y
VPH 31/33 en CIN2 respeto CIN3 obtenemos con una prueba x2 de Pearson que

con un p-valor de 0.014<0.05 hay diferencias estadisticamente significativas.

Las areas medias de CIN obtenidas para CIN 2 y CIN 3 agrupados en relacion
con el VPH detectado por Hibridacion in situ se expresan en la tabla 8. La media
de las areas de CIN 3 son siempre superiores que las de CIN 2

independientemente de la ausencia o presencia de un determinado VPH.
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Tabla 8 Areas medias en mm? segun tipo de VPH
VPH 16/18 VPH 31/33 VPH NEG.
CIN 2 24.54+27.52 | 33.88+26.80 | 36.33+£38.96
CIN 3 50.40+43.52 | 59.25+25.08 | 76.92+97.84
CIN 39.08+£39.06 | 41.49+28.27 | 65.99+87.14

Al estudiar la interaccién entre virus y CIN respecto al &rea, mediante una ANOVA

(Analisis de varianza) de dos factores, vemos que con un p-valor de 0.500 > 0.05

no existe relacion, ni respecto al tipo de VPH y el area, ni una interaccion entre

tipo de CIN y VPH al area afectada p-valor 0.885>0.05. Si observamos la grafica

de la fig. 48 vemos como tanto para CIN2 como para CIN3 la relacién de medias

segun VPH es la misma, pero a distintos niveles segun CIN.
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Fig. 48. Superficie afectada por CIN en relaciéon con VPH
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En la fig. 49 podemos observar la distribucién de VPH segun &rea afectada por
CIN. La unica relacion estadisticamente significativa que se encuentra es la de
area afecta y el tipo de CIN. Llama la atencidn en esta grafica que la incidencia de
VPH 31/33 va en aumento a medida que aumenta el tamafo del CIN, mientras
que con VPH 16/18 la incidencia es mas heterogénea con un pico en el grupo de

lesiones entre 10-20 mm?>.
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Fig. 49. Distribucion del VPH por areas afectadas por CIN

Si comparamos la afectacion del Area entre CIN2 y CIN3 en cada uno de los
grupos VPH Neg, VPH 16/18 y VPH 31/33, con un test U de Mann Whitney,
obtenemos unos p-valores de 0.572, 0.025 y 0.062 respectivamente, la cual cosa
nos indica que solo en los pacientes con virus VPH 16/18 hay diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la media de area SIL.

El estudio de la relacion entre indice mitético y tipo de VPH presente en la lesion
nos da los siguientes resultados:

En los pacientes con VPH16/18 el indice mitdtico medio es de 5.2 con desviacion
tipica de 4.8, entre los que tienen VPH 31/33 fue de 3.4 con una desviacion tipica
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de 2.7 y con VPH negativo fue de 5.4 con una desviaciéon tipica de 4.4. La
aplicacién de una prueba de H de Kruskall-Wallis nos indica con un p-valor de
0.082>0.05 que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los
tres tipos de VPH en cuanto al indice mitético, si comparamos VPH- con VPH+
con una prueba U de Mann-Whitney tampoco se encuentran diferencias

estadisticamente significativas con un p-valor de 0.428>0.

Hemos estudiado también la relacion entre edad y extensién de CIN. Los datos
se exponen en las tablas 9 y 10. La segmentacién de la poblacién por décadas,
muestra diferencias significativas entre CIN 2 y CIN 3 en cuanto al area afectada
en todas las franjas de edad salvo en los pacientes = 50 afios. La comparacion
se ha realizado mediante un test U de Mann-Whitney para muestras

independientes, los p-valores se muestran en la tabla 10.

Tabla 9 Areas medias de CIN segun grupo de edad

Edad TOTAL
Media Desv.
Tip.

20-29 39.31 34.50
(n=27)

30-39 47.76 47.41
(n=78)

40-49 65.22 57.83
(n=20)

>=50 70.23 96.28
(n=23)
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Tabla 10 Areas medias de CIN segun edad y tipo de CIN

Edad CIN 2 CIN 3
Media Desv. Media Desv. p-valor
Tip. Tip.
20-29 2190 | 2111 58.05 | 36.92 0.003*
(n=27)
30-39 24.24 19.20 70.10 55.12 0.000*
(n=78)
40-49 31.00 | 32.61 83.65 | 60.92 0.019*
(n=20)
>=50 43.90 40.47 81.76 | 111.69 0.871
(n=23)

*p-valor<0.05

Al relacionar edad con tipo de VPH (tabla 11) no vemos diferencias entre los

diferentes grupos analizados:

Tabla 11 Edad media Desviacion tipica
VPH Negativo 41.54 12.79
VPH 16/18 36.31 11.30
VPH 31/33 38.75 11.83

Se realiza una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis

gue no demuestra

diferencias significativas entre los tres grupos de VPH con una p-valor de

0.384>0.05
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CAPITULO VII

DISCUSION
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7.1 Discusion

Desde que en las reuniones de Bethesda se introdujo la nueva terminologia
diagnéstica citologica en dos categorias de bajo y alto grado, existe la
controversia entre los patélogos de adoptar el mismo sistema para el diagndstico
bidpsico. Existen autores (53;54) que proponen incorporar esta nomenclatura a
los estudios histologicos. Los datos en apoyo para un sistema diagndstico de
Unicamente dos clases son:
1. La segregacion general de tipos de VPH de bajo y alto riesgo con Lesiones
de Bajo Grado (LBG) y Lesiones de Alto Grado (LAG).
Mejor reproducibilidad entre patologos para el diagnoéstico
Bajo riesgo existente de progresiéon a carcinoma para las LBG
4. ldéntico tratamiento para CIN 2y 3

No obstante también existen opiniones contrarias (55-57) que se basan en:
1. VPH de alto riesgo se detecta en LBG
2. Algunas LBG han progresado a carcinomas invasivos
3. Algunos estudios sugieren que existe mayor riesgo de progresion para CIN
3 que CIN 2
4. CIN 2 es una lesibn mas heterogénea biolégicamente y con mayores
indices de regresion

Entre los factores de riesgo que favorecerian la persistencia y la progresion a
cancer se consideran el tabaco (58;59), la inmunidad (60) y el tamafio de la
lesion precancerosa (61;62).

Los datos aportados por nuestro estudio favorecerian el mantenimiento de los CIN
de alto grado separados en dos categorias, ya que estadisticamente vemos que
CIN 3 es significativamente mayor que CIN 2 con una media de 72.61 +/- 67.81
mm?y 26.55 +/- 24.30 mm? respectivamente.

Puesto que la progresion de las lesiones intraepiteliales a carcinoma se ha visto
que entre otros factores se asocia a lesiones extensas, creemos que nuestros

datos apoyan mantener CIN 2 y 3 como entidades separadas ya que el tamafio de
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CIN 3 es significativamente mayor que CIN 2 y por tanto el riesgo de desarrollar

un carcinoma invasivo sera superior.

No hemos encontrado trabajos comparativos de medicion de la superficie del CIN
2 y 3 semejantes al nuestro, pero entre los trabajos que estudian la extension de
CIN podemos citar el de Tidbury et al. (63) realizado en pacientes con carcinoma
escamoso microinvasivo que demuestra que el tamafio medio de CIN 3 asociado
a microinvasion es siete veces mayor que cuando no existe. La dimension lineal
total media de sus 39 casos fue de 63.5 mm (rango 11.4-162.4 mm). Es decir que
si estos datos los equiparamos a nuestro estudio tendremos que multiplicar la
longitud por el grosor del corte, dando una media de area afectada de 127.0-
190.5 mm? segln grosor del corte (2-3 mm) que es sensiblemente mayor que
nuestros casos de CIN 3 ya que en nuestro estudio no incluimos CIN 3 asociado

a microinvasion.

También hemos demostrado diferencias significativas entre la extension
longitudinal de ambas lesiones siendo CIN 3 con una longitud maxima (LM) de
6.64 +/- 3.91 mm significativamente mayor que las de CIN 2 que fueron de 3.41
+/- 2.04 mm. Uno de los pocos trabajos que da datos comparativos de la
extension lineal de CIN 2 y 3 es el realizado por Abdul-Karim et al. (64) en donde
CIN 2 tiene una longitud media maxima de 5.84 +/- 4.13 y CIN 3 de 7.60 +/- 4.32
mm. Boonstra et al. (65) estudiaron en 65 piezas de conizacion la extension lineal
de CIN Il obteniendo una longitud media maxima de 7.4 +/- 3.7 mm. Para Pinto et
al. (66) la longitud media maxima fue de 5.15 mm +/- 2.58 en CIN 3. Kimura et
al(67) obtuvo una LM de 4.72+/-2.60 mm en CIN 2 y de 8.19+/-3.92 en CIN 3.

En un trabajo publicado por Sherman et al. (68) con 40 piezas de LEEP,
procedentes del estudio ALTS (69) de seguimiento durante 2 afios en pacientes
diagnosticadas inicialmente por citologia de LSIL o ASCUS, realiza una medicion
lineal de cada corte afectado por CIN 3 sumando posteriormente todas las
mediciones de cada caso. Ello le da una longitud media de 6.5 mm por caso. Es
decir que su analisis demuestra que la gran mayoria de CIN 3 detectados en el
grupo de ALTS era de pequefio tamafio con una media de dos fragmentos de

tejido afectados. Sitrasladamos estos datos a nuestro estudio teniendo en cuenta
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el grosor del corte nos dara que el area afectada por CIN 3 variara de 13 a 19.5
mm?, cifra muy inferior al de nuestro trabajo ya que el grupo de pacientes que
nosotros estudiamos presenta como diagnostico citoldgico inicial en la mayoria de

casos un HSIL.

La afectacion del epitelio glandular endocervical por epitelio displasico del CIN
hemos demostrado que se da con mayor frecuencia en CIN 3 que en CIN 2, con
una frecuencia que se acerca al 90% en los casos de CIN 3 y de menos del 50%
en CIN 2. Del mismo modo hemos encontrado diferencias entre las dos lesiones
en cuanto a la profundidad que alcanza la invasion intraglandular, siendo
significativamente mayor en CIN 3 que en CIN 2. Kimura en su trabajo (67)
también estudio la afectacion intraglandular en 17 casos de CIN 2y 78 de CIN 3,
obteniendo una profundidad media en CIN 2 de 0.84+/-0.51 y de 1.41+/-0.90 en
CIN 3 que son datos bastante similares a los nuestros. Boonstra (70) estudio
juntamente con la extension de CIN 3 la profundidad de la afectacion glandular
con unos resultados algo mayores que los nuestros ya que la profundidad maxima
media fue de 1.6+/-1.0 mm frente a los 1.10 +/-0.68 mm de nuestros casos. En
este trabajo Boonstra propuso que la destruccion minima de tejido en CIN 3
deberia ser de al menos 4 mm de grosor para poder asegurar un tratamiento
completo de la lesion. Abdul-Karim (36) en su trabajo también estudié la
profundidad de la afectacién glandular, siendo de 0.93+/-0.71 mm en CIN 2 y de
1.35+/-1.15 mm en CIN 3.

Los datos aportados hasta ahora confirman el diferente comportamiento local de
ambas lesiones y ello podria implicar diferentes estrategias a la hora de plantear
un tratamiento. La exéresis de las lesiones tipo CIN 3 debera ser mas extenso y
profundo que las de CIN 2 sino queremos realizar tratamientos quirdrgicos
incompletos de dichas lesiones. Por este motivo en CIN 3 se ha propuesto la
realizacion de una reexéresis del canal endocervical tras el primer paso con la
LEEP, para evitar las recidivas y la lesion residual endocervical(71). En CIN 2 se
podrian plantear tratamientos escisionales mas conservadores dada la menor
extension superficial y profunda de las lesiones, a fin de evitar las complicaciones

que pueden aparecer. La conizacion mediante asa cervical estd asociada con un
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incremento del riesgo de ruptura prematura de membranas y nacimientos

prematuros (72).

La dultima diferencia que hemos podido comprobar entre CIN 2 y CIN 3,
corresponde a su actividad proliferativa. El indice mitético por mm de lesion es
significativamente menor en CIN 2 que en CIN 3, siendo de 3.14+/-1.58 para el
primero y de 5.76+/-3.92 para el segundo, con una diferencia media de 2.62.
Podemos destacar que CIN 2 con mas de 6 mitosis por mm lineal es un hecho
muy ocasional, menos del 3% de casos, de la misma forma que CIN 3 con menos
de 2 mitosis por mm lineal es también un hecho muy infrecuente,

aproximadamente 7% de casos.

No hemos encontrado en la literatura ningun trabajo similar, aunque existen
diversos trabajos que han estudiado el indice mitético en CIN, definido como el
contaje de mitosis en diez campos de gran aumento en la zona con mayor
actividad mitética (73-76) aportando datos de indice mitético mayor en CIN 2-3
mayor que en CIN 1. A nuestro entender es una forma de realizar el contaje de
mitosis muy sesgado, ya que Unicamente se limita a la zona con mayor actividad
mitdtica. En el trabajo de Fadare et al (73) aportan datos comparativos entre CIN
2 y CIN 3 no obteniendo diferencias significativas en cuanto a indice mitético de
ambas lesiones, con 4.0+/-2.4 en CIN 2 y 4.9+/-4.7 en CIN 3. En el trabajo de Van
Leeuwen et al (76) obtienen un indice mitético de 3 en CIN1,4en CIN2y 9 en
CIN 3. Los datos aportados en nuestro trabajo se refieren a la actividad mitética
en toda la extension de la lesidon y no Unicamente del area con mayor actividad.
Nuestros datos al ser expresados por mm de lesion permiten aplicar sus
resultados a las biopsias cervicales realizadas mediante pinza, en las que se
obtienen muestras de tejido de muy pocos milimetros. Estos datos podrian ayudar
en casos de dificil diferenciacion entre CIN 2 y CIN 3. También podrian ayudar al
diagnoéstico diferencial entre ambas entidades, ya que la reproducibilidad
diagnostica entre interobservadores e intraobservadores es bastante mala como
asi se ha podido comprobar en numerosos trabajos (51;52;77-79).

Cuando hemos comparado la actividad mitética segun area afectada por CIN,

hemos podido comprobar que las lesiones inferiores a 30 mm? aunque presentan
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un indice mitético inferior que las mayores, la diferencia no es estadisticamente
significativa. Cuando hemos comparado la actividad mitotica de CIN 2 y las de
CIN 3 segun area afectada, hemos podido comprobar que independientemente
del area afectada, siempre CIN 3 presenta significativamente mayor actividad
mitética que CIN 2. Es decir no existe interaccion entre area afectada y Cin, por lo
gue podemos concluir que el unico factor que diferencia la actividad mitética es el
tipo de CIN. En la literatura no hemos podido encontrar ningun trabajo que haya

estudiado esta relacion.

La presencia de papilas vasculares intraepiteliales no ha aportado datos
diferenciales entre CIN 2 y 3, hallandose presentes casi en un 42% de casos de
CIN 2 y un 58% de CIN 3, sin que existan diferencias significativas estadisticas.
Panjkovi¢ (80) estudid la microvascularizacion presente en CIN a nivel subepitelial
e intraepitelial demostrando que aumentaba la vascularizacion a medida que CIN
aumentaba de grado, hallando diferencias significativas entre CIN 1y CIN 3, pero
no entre CIN 2 y 3. Otros autores han realizado estudios de la densidad de
microvascularizacion en tejido normal, CIN y carcinoma invasivo con resultados
dispares. Para Lee et al (81) encontraron aumento de la microvascularizacion a
medida que progresaba CIN y el carcinoma invasivo. En cambio Triratanachat et

al (82) no encontraron diferencias entre el tejido normal, CIN 1y CIN 2.

El estudio de VPH mediante Hibridacion in situ nos muestra una distribucion de
los serotipos en CIN 2 y CIN 3 similar a la aportada por otros autores (83) con
predominio de VPH 16/18 en CIN 3 y una distribucion similar de los serotipos
16/18 y 31/33 en CIN 2. En cuanto a la relacion existente entre area de CIN y tipo
de VPH presente en la lesion no hemos encontrado diferencias significativas entre
los casos causados por VPH 16/18, VPH 31/33 o los casos con VPH negativo. En
la revision bibliografica realizada no hemos encontrado ningun estudio que

relacione tipo de VPH con extension.

En nuestra serie vemos que predominan de forma significativa las pacientes con
CIN 2 y 3 con edades comprendidas entre 30 y 40 afios con un 52.7 % del total de
pacientes. Estos datos de prevalencia son similares a los aportados por otros

autores (84). Al explorar la relacién existente entre area de CIN y edad de las
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pacientes vemos que existen diferencias significativas entre CIN 2 y cIN 3 en
cuanto al area afectada en todas las franjas de edad salvo en las pacientes de
mas de 50 afos.

No hemos encontrado diferencias significativas en las edades medias de las
pacientes con diferentes VPH, lo que indica que no existe ninguna relacion entre
edad y tipo de VPH presente en CIN.
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8.1 Conclusiones

1. Hemos demostrado que CIN 3 afecta superficies significativamente
mayores que CIN 2 y a la vez se trata de lesiones con mayor tamafo
longitudinal en el canal cervical y con una actividad mitética por mm. lineal
superior. También hemos podido demostrar que no existe relacion entre
tamafio del CIN y tipo de VPH presente en la lesion, de igual forma que
tampoco existe relacion entre el tamafio del CIN y la edad de las pacientes,
confirmando que el factor determinante para el tamafo de la lesion es el
tipo de CIN.

2. CIN 3 presenta mayor afectacion y profundidad de las glandulas
endocervicales que CIN 2.

3. La vascularizacion Intraepitelial, en forma de papilas intravasculares, no es
diferente en CIN 2y CIN 3.

4. Hemos demostrado que VPH 16/18 es mas prevalente en CIN 3, mientras
que en CIN 2 la prevalencia entre VPH 16/18 y VPH 31/33 es similar.

5. Dado que uno de los factores mas importantes de la progresion a cancer
invasivo es la persistencia de la lesion y la extension de la misma,
podemos concluir sin ningun tipo de duda que a pesar que CIN 2y CIN 3
son consideradas desde el punto de vista citolégico como una sola entidad
“lesion de alto grado”, su potencial de malignizacion no es igual y debemos
seguir manteniendo CIN 2 y CIN 3 como dos entidades diferentes.

6. Los datos publicados indican que los serotipos VPH 16 y 18 se encuentran
en cerca del 70% de canceres invasivos y en nuestro estudio hemos
podido demostrar que VPH 16/18 predomina en CIN 3, asi como que los
tamafnos de las lesiones causadas por estos virus son siempre mayores en
CIN 3 que en CIN 2, volviendo a confirmar la mayor relacién existente
entre CIN 3, VPH 16/18 y cancer invasivo que en el caso de CIN 2.
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9.1 Lineas de investigacion futuras

1. Dado que el estudio mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa del
tipo de VPH presente en CIN es un método mucho mas sensible que la
Hibridacion in situ realizada en nuestro estudio. Seria oportuno realizar
PCR de todos los casos del estudio a fin de confirmar los datos apuntados
por nuestro estudio en el sentido de diferente distribucion de serotipos de
VPH en CIN 2y CIN 3.

2. Estudio del tamafio de CIN asociado a carcinoma microinfiltrante para
intentar confirmar el tamafio del CIN como factor implicado en la progresion
a cancer invasivo.

3. Estudio de las posibles diferencias en la microvascularizacion existente en
el tejido conjuntivo subepitelial de CIN 2y CIN 3.

4. Estudio de las posibles diferencias entre CIN 2 y CIN 3 con diferentes
marcadores inmunohistoquimicos como Ki 67, relacionado con la
proliferacion celular, P16, como marcador de progresion hacia carcinoma
invasivo y P53 como marcador de alteracion de la apoptosis.
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11.1 Hoja de recogida de datos

N° Historia

N° Registro cono

Edad

Diagnostico cono

Tamafo cono

N° cortes cono

Grosor promedio cortes

Longitud de CIN en cada corte

Suma total longitudes

Area afectada por CIN

Longitud maxima CIN

Afectacion intraglandular

Profundidad maxima intraglandular

N° mitosis totales

Mitosis por mm (mitosis totales/suma total long.)

Papilas intravasculares

Resultado HIS. VPH
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11.2 Hoja Excel de Entrada de datos

449 : TREBALL lis0 o comercil -8X
| Tnido | Insetar Diseodepigina  Fomuias  Datos  Redsar  Vists B-oX
Al b EE=E) K g o ) ek A
j 5 Arial H A (8| | Sihustartedo General 5 ;jﬂ _ﬁ o _r* LY QRE”EW- 7 v
Pegar ol By A £ | - Combinary centrar = | |9+ 9 <8 W Formats  Darformato Estilosde | Insertar Eliminar Fomato Ordenar  Bustary
SR | = = j . } kol tondicional * como tabla~ celda” T T 1 LBOET yitesre selecdionar

Portapapeles [ Fugnte i Hlineation i Nomera i stilos Celidas Modificar
=

A . fe N A
S e S F T % i B =
1w WD MO0 GCND NPLW EDAD Meofur PerBs BCan PO LN Woalon GYDWG GLOKL GVMIT B LOGALMINLEFOFILASWAS BLIRAGL  FPU  ODNDWE CONDDNG WROUN MRGOND COMOEL feerfL HAEGUA COMATOSE  Oh wcli'
O MT0C0E0 AZE WCHE 3 # A A » 3 1 0 1] i i P T ¢ A .25 L e 1 1
& | SEERETOS 14 0% 1 b 3 e 7 B 2 28 I
4 (S5R0R0Z0D fhAMeRTd BICETMD 3 M 2l A b 8 § 1 ] 1 ¢ ha 3 BT R bt | 183 i
G | TOE0D MR wnd 3 BORT ot % o M M 8 2 1 ] 0 0 i 3 [T 5 H 1 ik 0
B (953040500 faazase oz 2 T R [ /I 1 | B | § 0 1 1 ¢ &l 2 Lk R Lo b iz I
1| S53020100 1482045 BCAME D b B kD b 0 0 ] 1 ¢ b 3 1 & it} [ 18 0
G | WG0oi0n 19205 eCEMT 3 BBl o4 nm o®n Mkod 3 L 1 ] 0 0 i ) [ f gz 457 0
8| ZS0E0 1M NORNE 3 £ P o7 § 1 1 0 0 b 3 o o1mems 7 A} 2| 2 4 1
10| 960300 19m2fhe MECRZED 2 ® i % W a1 t 0 ] 0 1 la 2 e R il i 2 0
Il |959050400 19920626 JecTals 2 BoMron o ox MM A& [} 1 1 1 0 2l 2 1029628 6 028 5| 2 583 1
12967052300 19920626 Jecezae 2 P R R VA R § 1 1 0 1 bl 2 P v 1 2| 46 1
13| SETI200 19529633 B2CH400 3 LTI ST L R I 0 1 1 1 bl ? 1 1 2t} 2 2 i1 0
T | SETI0M02 19930862 BeCHOT 3 e 1 e S ) 8 [ 0 ha 3 oo 4 5 e ik 1=
15 | 962061300 19331260 TN T A - S| 4 1 1 1 1 bl 2 PR H 324 Ll 1
T O 7 4 o0 T OB TR Mt A 1 53 1 1 1 1 bl ? faagE0 1 it o1 M 0
1T 953042000 19932198 MaCO403 3 1 I T R A 1 R - I B 1 1 1 1 h 3 s 3 1275 il 651 1
1| SEIM0EOT 199335 WC0A0 2 0 % e % % W % B 4 # 1 1 1 1 i 0 19532545
19| 960052202 19904728 N T /T [ 1 2 0 ] 1 1 I I 1TE
2| SE0T0Z 13905260 0 4 #5 B B T A 1 2 0 1 0 1 0 0 0 19936250
&) 00t mdTMe MCER2 2 oWy on o B oMW 4 b 1 1 0 1 12 2 BT 12 35| 2 14 0
0 50600 19T WCHBER 3 3OB 87 0 T6 36wy Wb & B 1 1 0 I 1 2 LLEATHE bk I 24 I
| SERIZNOL 18807823 A S S S B | 2 1 1 0 0 1 1 L KF 15 05 1 0 I
&4 RGN0 1AM MC3E 2 0 £ W m b 8 2 0 1 0 ¢ i 0 st
0| 02 199043 MCTETR D G200 B % R 2 W 3 1 ] 0 0 i 3 L2 S 0% 23 B34 1
25 |983042602 19340671 P 1 S N A | T | 1 2 0 ] 1 1 0 0 13340671 b
o7 |96590Z2604 1940ET2 MCESEA 3 Bpro6 6 m M b 8 2 0 ] 0 0 a3 o 14T 6 1025 1y 4 hiia 1
2h | E0RI0R A0 HCHET 3 0 B0 # # #Hy B 3 R 1 ] 0 1 il 3 e 3 95 5 3 33 1
e R e T T T 0 & ¥ 08 M b I N Y14 1 ] 1 ¢ 2l 2 e bk} o 02 0
A\ B MO 2 3O KBS 4 X T w1 28 1 1 1 ¢ bl 2 Lt 3 %1 1 0
1983060304 190441ED  BACENY 4 03 B2 % 45 M B/ B | § 0 1 1 ¢ la 2 e il 52 43 I
S0 |GEAM0ROD 194TER4 WMCIAB 4 0 3% B2 M0 4 W NI B 4 1R 0 ] 0 1 a 2 13476 4 45 o1 30 0
b 9500R0S06 14TRAS MCREM 2 N 0 e O A 1 ] 0 1 2l 2 e 47 ] 38 1
4| SEROSIN0 1996E31 LA 2 ooy OR O oW oM oMm 4 A 1 1 1 1 Bl 3 ey 4 1 B4 A 1
35| GREMMROT 184B4E33 WCAE 4 F - S TN R S S A 0 2 3 1054633 4 4 it 2 0
6| A4 1996405 WCRM 2 3O ORE OB 4 M8 W0l 1 166 0 ] 0 0 2l 2 195408 1 268 4|7 13} 0
7 |9%0R0202 f9dEMRE MCHEEL ) 0w LT Hoo1 M 1 1 0 1] ha 3 e 8 Wi o4 53 1
D | S50R0204 13357069 0 4 ¢ h 3 L Ell 14 288 0
A e T 01 BoAro£ B W K@ oAb 4 g4 1 1 1 1 bl 2 Lzt bl 350 § 1
H1| ZE00 196RzET WECR3ED 2 o T 0 S e e S i S S S R 1 1 1 ¢ 1 2 e 4 175 05 2 ? 0
41983043006 1998103 0% 0 2ha 3 0% 4 1744 4 4 1
4194052004 13964090 0 & I i ) 13064030 3 i 53 45 0
1959000302 19964303 BECO4BE 2 T YA AR - S R 2 1 1 0 1 b 3 1403 & il 25| 2 43 1
A SR00BMOD 19367073 BECASES 4 3O OfE BT oW BE OB 4 M 1 ] 0 1 h 3 16707 4 s fii i 072 0
45| 13032501 190674 BRCHEI 3 0 7 OM0 2% % 1 40 B 4 B 1 1 0 1 i 3 T 3 f 2| 2 30N 1
5002402 1996000 BECEBM 2 30 M3 OB 45 B W/ L | th 0 ] 1 v b 2 13966088 1 i} ¢ 1 ? 0
47 | SGI0NE03 1347007 0% 1 b 3 00e7 1 A% Ll 458 1
4 SB210% 19470082 04 ¢ 2ha ) 0s 4 15 mi 3 11 1
G T T Y 0 W80 8 M % W ok 4 4 0 1 0 ¢ &l 2 s i3 (il 308 I
Gl |9830R0R03 14ATMIE  ATCODGZ 3 0 % 6 B & m B H 3 0 1 1 0 h 3 e 3 § 12 16 I
Gl 975070902 14ATIME BTCTON 1 & ¥ & 0 h 8 1 0 1 0 0 a3 L kL 15 4 288 0
7R 11 T I e T e e R e o S t 1 ] 0 v 1 2 1997560 4 f k2 633 1
B3 975042800 19073561 36CTAE 1 [ 70 # 1 1 3 0 1 0 1 la 2 arEe f A &% 0
Gb | SER00N01 194TATTZ MECHT 1 0 & 63 6 ® W ny o 1 0 1 0 ¢ bl 2 LA ILTE S 0% 52 i 0
0 M0ZE02 1Be04 WCTERD 2 0 6 10 B M M9 Hy | 2 0 ] 1 ¢ 2l 2 LT i 4 14 I
b | 9320102 19981642 0 & ¢ la 2 ez k35 Bl 2 ? I
57 | 473071810 100615 0o ¢ bl 2 s 305 Ll 35 0
Gi | WSna0r waszaM wCET 3 0 o0 136 B B 1 mE & 4 &R 1 1 0 ¢ il ) bl i 9 2 30 I
B 9700404 1AAIATY MCMER 3 0 =% 40 & &7 W 8 b 3 § 1 1 1 0 2l 3 Lt TR 113 e 4 0
Bl | 703004 19992009 MCO0 3 [ BB B 1 2 1 1 1 I bl 2 PR i 12 i ] 1
B1 | BEIZE0Y 19992770 MCR4 4 N N T A S T S B 4 0 ] 0 1 la 2 L2 . | IR 0 I
£ | 5203108 13483070 0 47 B3 0 B W B ok 2 0 1 1 0 b 3 P K I 1 0 0
G1| BEIMA0L 2000148 OB OB O M OB N7 W f 4B 1 ] 0 1] I 0 0 20oide
BA| SN0z 200020 cosns 1 0o WE 4 M 8 Ry W o4 M 0 ] 0 0 2l 2 PR 1] IR i 35 4 28 I
B0 | BRTHIPON 20001372 DOCHZ H 0 % #4 0 B o 8 W 1 B 1 ] 1 ¢ la 2 Pl | 1A 0 0
G| SETOBIZIE 2000027 OOCaME 3 0 % # 8 % & | 5 | A 0 1 1 0 i 3 alenoin: 2000BF & i S 28k 1
6 |d6i0000 ;oaen oCoME @ 3 W OWE WO oM W & 8 4 0 1 0 ¢ bl 2 g 4 404 ] 1 e
WA b M Hojal Hoa2 | Hojd |/ Hojad %) 4] i \ i
Lista Promedic: 360037466  Recuento: 2847  Suma: BT65070523 \J[@EI{JJ\ W (=t U i

95



