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ABSTRACTO

Estudios moleculares han demostrado que el virus del papiloma
humano (HPV) es el principal agente etioldgico de esta patologia.
El objetivo evaluar mediante técnicas moleculares: hibridacion in
situ por fluorescencia (FISH) la presencia del virus del papiloma
humano (HPV), los hallazgos colposcopicos y su correlacion his-
tologica. Se incluyeron en el esudio 77 casos diagnosticadas en el
Instituto del Cancer SOLCA-Cuenca en el periodo 2000- 2003 con
lesiones preinvasivas e invasivas de cervix. Se procedio a investi-
gar y tipificar el HPV mediante FISH con tres tipos de sondas:6/11
(bajo grado), 16/18 (alto grado), y 31/33 (grado intermedio).

Los hallazgos fueron los siguientes:la edad de presentacion de las
lesiones precancerosas se di6 de la 2da a la 4ta década de vida y
el cancer invasivo en mujeres mayores de 50 afios. En relacion a
los grupos virales con una mayor frecuencia el de alto riesgo con
el 50%, bajo riesgo 37% y riesgo intermedio 12.9%. el inicio de
vida sexual con mayor frecuencia de 16 a 20 afios con el 61.12%.
Los estudios colposcopicos muestran una correlacion con los hal-
lazgos anatomopatoldgicos del 84.61%.

Los resultados sugieren que la técnica FISH para determinar el
tipo de HPV es un procedimiento practico y factible con un alto
grado de sensibilidad y especificidad.

Palabras claves: Virus del Papiloma Humano(HPV), Hibridacion
in situ por fluorescencia (FISH).

ABSTRACT

Molecular studies have demonstrated that the human papilloma
virus is the main etiology agent of this pathology. The objective
is to evaluate by molecular techniques, the presence of the human
papilloma virus, colposcopic results, and their histo-pathologic
correlation.

Between 2000-2003, 77 cases were diagnosticated at the Cancer
Institute SOLCA-CUENCA with pre-invasive and invasive cervix
injures. We investigated and tipificated by FISH, the three types of
probes 6/11(low grade), 16/18 (hight grade) and 31/33 (intermediati
grade) were used.

The results were the following: The age range of the premalignant
lesion was between 20-40 years. Invasive cancer were prevalent in
women older than 50 years. About the viral groups with the highest
frequency is the one of high risk with the 50%, low risk 37%, and
half risk 12.9%. The beginning of the sexual life with frequency is
around 16 to 20 years old with the 61.12%. Colposcopic studies
show a correlation with the anatomo-pathologic of 84.61%. The
results suggest that the FISH technique for the HPV determination
is a practice and feasible procedure, showing a high grade of
sensibility and accuracy

Key word: Human papillomavirus (HPV),Flourescein in situ
hybridization (FISH).

Introduccion.

El céncer cérvico uterino a pesar de ser prevenible, sigue
siendo una de las mds frecuentes causas de mortalidad en
mujeres de Latinoamérica. La mayoria de mujeres que desa-
rrollan cdncer cervical se encuentran en su cuarta o quinta
década de su vida.?”
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En nuestro medio el cancer cérvico uterino tiene una inci-
dencia de 19.8 x 100.000 habitantes y es la segunda causa
de muerte luego del cédncer géstrico. @

Parece ser que el factor de riesgo mds importante es contraer
la infeccién del HPV.

La declaracién de Consenso sobre Cancer de Cérvix del
Natitonal Institute of Health establece que este cdncer estd
relacionado de forma causal con la infeccién por el virus
del papiloma humano.® Desde entonces numerosos estudios
epidemioldgicos y moleculares han demostrado que la in-
feccién por HPV era precursora en el 95% de los cdnceres
cervicales.”
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Existen mas de 80 tipos de este virus, de los cuales unos 25
afectan el tracto genital. Los subtipos de HPV se clasifican
en categorias de riesgo (bajo, intermedio y alto) sobre la base
de su relacién con lesiones de alto grado e invasoras.*>
Virtualmente en todos los cdnceres cervicales y en sus
lesiones precursoras se encuentra ADN de HPV.

La citologia demuestra lesiones citopaticas del epitelio,
la colposcopia visualiza la lesién y la biopsia diagnodstica,
considerdandola como “estandar de oro” la valoracién de la
patologia neoplasica cevical.

La biologia molecular nos permite valorar los cambios
genéticos en las células neopldsicas, demostrar secuencias
molecularesquehandeterminadocambiosdecomportamiento
celular, aspa como investigar y demostrar la presencia de
secuencias de DNA o RNA que nos interesa demostrar, con
diferente grado de sensibilidad, una de ellas 1a Hibridacién in
Situ mediante cromégenos y fluorescencia, nos permite ver
sobre el tejido la presencia del virus o secuencias buscadas
por una correlacién con los hallazgos patolégicos.

Objetivo.

Evaluar mediante la técnica molecular de Hibridacion in
situ por fluorescencia (FISH) la presencia de HPV de bajo,
intermedio y alto grado, los hallazgos colposcdpicos y su
relacion histoldgica, analizar factores de riesgo asociados
en relacion a: edad temprana de las relaciones sexuales,
promiscuidad, multiparidad.

Metodologia.

El principio de hibridacién estd basado en la distribucién
y localizacién de secuencias especificas de ADN o ARN
dentro de las células o tejidos.©®
La hibridacion in situ por flourescencia consiste en colocar
la sonda directamente sobre el espécimen (cromosomas,
citologias, secciones embebidas en parafina) que tiene la
secuencia del DNA inmovilizada , el tejido tratado con una
enzima permite el acceso de la sonda al DNA nucleares
cual es desnaturalizado por calor. La sonda se agrega para
la hibridacién y esta ocurre si estd presente el DNA blanco
complementario de la sonda. La sonda se detecta con una
reaccion de flourescencia. ¢

Material y Métodos.

Seincluyenenelesudio 77 pacientes con lesiones preinvasivas
de bajo, alto grado y carcinoma invasor diagnosticadas en el
Instituto del Cancer SOLCA-Cuenca en el periodo de agosto

2000 hasta agosto del 2003.

El estudio se realiz6 en tejidos bloqueados en parafina, se

utilizé sondas marcadas con fluoresceina para virus de bajo
riesgo (6/11), riesgo intermedio (31,33)y riesgo alto (16/18).
(Inmunogenex).

Técnica

1. Corte y desparafinado del tejido.

2. Lavado de slides con bloqueador de RNAsas.

3. Tratamiento del tejido con proteinasa K.

4. Colocacién de la sonda sobre el tejido para hibri-

dizar en cdmara himeda a 90°C durante 10 minu-
tos (tiempo de desnaturalizacion), luego a 37°C
toda la noche tiempo en el que se realiza la hibri-
dizacion.

5. La uni6n de la sonda es detectada por:
- Adicion del anticuerpo antibiotina antifluoresceina
- El anticuerpo secundario biotinizado.
- El conjugado fosfatasa alcalina streptoavidina

6. Medio de contraste fase red.
7. Proceso de deshidratacién y montaje de los slides
(Inmunogenex)

En la interpretacion se utiliz6 un microscopio Zeiss Axio
Plan 2 con epifluorescencia, Cdmara digital Sony. La
positividad estd dada por la reacciéon de hibridacién con
la sonda que marca en el interior del nicleo de las células
epiteliales El cuerpo viral fluorescente corresponde al virus
del HPV siendo valorado en relacion a cruces: + (aislado),
++ (10-30 campo), +++ (> 30 campo).

Fig 1 Biopsia de cuello uterino.Técnica de FISH positivo para
HPV 16/18 +++

Fig 2 Biopsia de cuello uterino. Técnica de FISH positivo para
HPV 16/18 +
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Resultados

El grupo de estudio esta conformado por pacientes con un
rango de edad de 15 a 65 afios, los grupos mds numerosos
estan entre los 20 a 30 afios, con lesiones epiteliales de bajo
e intermedio grado, mds frecuente corresponde al 68%, los
casos de alto grado representaron al 31%. Los casos de car-
cinoma invasor se presentan en el grupo de mujeres sobre
los 50 afios con 15.5%. (Cuadro 1).

Diagnoéstico molecular del virus del hpv por fish. Distribucion
segiin edad y tipo de lesion Instituto del Cancer- Solca Cuenca
agosto 2002-2003

INICIO DE VIDA SEXUAL INICIO DE VIDA SEXUAL
EDAD NUMERO %
HASTA 15 ANOS 12 16.66
DE 16 A 20 ANOS 44 61.12
MAS DE 21 ANOS 16 22.22
TOTAL 72 100 ﬂ WHASTA 15 AROS

WDE 16 A20 AROS
CIMAS DE 21 AROS

frecuencias importantes para el grupo de mujeres adolescen-
tes. (Cuadro 4).

Diagnéstico molecular del virus del hpv por fish. Inicio de vida
sexual Instituto del Cancer- Solca Cuenca agosto 2002-2003

NUMERO COMPANEROS
EDAD NIC | NIC Il NIC 1l CA TOTAL
INVASO R i SEXUALES _

<19 afios 1 1 PARAMETRO NUMERO %
20-29 afios 4 12 5 21

30-39 afios 9 9 4 22 UNO 54 75
40-49 afos 7 1 3 1" DOS 15 20.83
> 50 afios 5 5 0 12 22 TRES O MAS 3 4.0

TOTAL 26 27 12 12 77 TOTAL 72 100

El estudio por hibridacién mostré una positividad en toda la
serie de 62 casos para una de las sondas virales de investi-
gacion , representando 80.5%; los casos negativos se presen-
taron al azar, en los diferentes grupos de pacientes la lesion
neopldsica preinvasiva e invasiva. (Cuadro 2)

Diagnéstico molecular del virus del hpv por fish. Distribucién
segun tipo de lesién y hpv Instituto del Cancer- Solca Cuenca
agosto 2002-2003

La variable de nimero de compafieros sexuales mostrd una
frecuencia marcada en el grupo de un compafiero , observan-
dose una importante frecuencia en el grupo de dos compa-
fieros (Cuadro 5)

Diagnéstico molecular del virus del hpv por fish. Compa-
fieros sexuales Instituto del Cancer- Solca Cuenca agosto
2002-2003

EDAD NIC | NIC Il NIC Il CA TOTAL CONCORDANCIA
INVASO R COLPOHISTOPATOLOGICA
<19 afios 1 1 CONCORDANCIA
20-29 afios 4 12 S 2 COLP%Tz;?wPQ%OGICA NOMERO | % >
30-39 afios 9 9 4 22 sl m 84.61
40-49 arios 7 1 3 11 NO 8 15.39
> 50 afios 5 5 0 12 22 TOTAL 52 100
TOTAL 26 27 12 12 77

En relacién a los grupos virales de bajo grado, alto e in-
termedio, existe frecuencia mayor del grupo de alto grado
(50%), seguidos por el grupo de bajo riesgo ©'V con el 37%,
mientras que el grupo de riesgo intermedio representa el
12.9% (Cuadro 3).

Diagnéstico molecular del virus del hpv por fish. Resultados
en porcentaje lesion vs. tipo viral Instituto del Cancer- Solca
Cuenca agosto 2002-2003

Los estudios colposcdpicos mostraron varios tipos de lesio-
nes, la correlacién con los hallazgos anatomopatolégicos
son del 84.61% (Cuadro 6).

Diagnostico molecular del virus del hpv por fish. Concor-
dancia colpohistopatolégica Instituto del Cancer- Solca
Cuenca agosto 2002-2003.

LESION VIRUS 6/11 | VIRUS 16/18 | VIRUS 31/33 | NEGATIVO TOTAL
% % % % PACIENTES
NIC I 44.44 14.81 1.1 29.62 27
NIC Il 36.00 48.00 0 16.00 25
NIC Il 7.69 76.92 15.38 0 13
CARCINOM 8.33 41.66 25.00 25.00 12
A

HALLAZGOS

coLPOSCOPICOS
PARAMETRO NUMERO %

LEUCOPLASIA 22 423

HALLAGOSCOLPOSCOPICOS

mLCOPLASIA
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El inicio de la vida sexual valorada en tres grupos de edad,
muestra la frecuencia del 61.12% entre los 16 y 20 afios, con
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Discusion.

El céncer cervical puede ser la primera neoplasia humana
mayor para la cual se ha identificado un factor etilolégico
tnico. Los resultados de asociacion entre el HPV y la neo-
plasia varian en los diferentes estudios , al parecer segtn el
método utilizado para la deteccion del virus con una muy
buena sensibilidad por las técnicas moleculares de FISH y
PCR.

La lesién precancerosa se observa de 10 a 20 afios, antes de
aparecer las lesiones histoldgicas invasivas, por lo que los
estudios citolégicos y moleculares constituyen un método de
diagndstico y prevencion de carcinoma Cérvico-uterino ©

La mads alta prevalencias de infeccién por HPV se han ha-
llado en mujeres menores de 29 afios, las mujeres mayores
tienen menor riesgo de contraer infeccién por el virus, po-
siblemente debido a inmunidad adquirida al HPV por ex-
posiciones pasadas.

La incidencia del cancer invasivo aumenta considerable-
mente con la edad, con un pico maximo entre los 45 y 60
afios @, en el presente estudio, las pacientes con cancer inva-
sivo tuvieron mas de 50 afios.

Bossch et al, en su estudio deteminan la prevalencia del ADN
del HPV en tumores invasores en 1.060 biopsias en casos de
carcinoma invasivo, con una frecuencia del 89 al 93% (¥

Actualmente la infeccién por el HPV se considera el prin-
cipal factor de riesgo para el ciancer de cérvix lo que puede
hacer reinterpretar el papel de los factores clasicos que po-
drfan actuar de forma independiente o podrian ser cofactores
de la infeccion por HPV en la carcinogénesis.

La importancia del inicio de la vida sexual, mostré en nues-
tra serie que el 61% de las pacientes inician su vida sexual
activa entre los 16 y 20 afios. El 71% de las pacientes han
tenido un compaiiero sexual.

De las 77 pacientes 52 se realizaron colposcopia , siendo
las imdgenes patoldgicas mds frecuentemente encontradas:
leucoplasia en el 42.3%, Mosaico en el 9.61%, No imagen
Patoldgica con el 9.61%, Puntillado con el 7.69%, Condilo-
ma con el 7.69% con una concordancia colpohistolégica del
84.61%.

La progresion a cdncer de cervix viene determinado por la
infeccién persistente por el HPV. No obstante un alto por-
centaje de estas infecciones regresa espontdneamente y otro
entre el 5 y 10% adquiere el estado de portadora crénica,
alguna de las cuales evoluciona posteriormente a lesiones
neopldsicas.

Hasta la fecha no hay forma alguna de predecir que paciente
se mantendrd dentro de la misma categoria de NIC, cual pro-
gresard a alguna forma mas grave de NIC o cédncer invasor y
cuanto tardard en ocurrir dicha transicién.

La hibridacién in situ por fluorescencia (FISH) permite la
deteccion y localizacion de secuencias especificas de dcidos
nuclé€icos dentro de las células o tejidos, con un alto grado
de sensibilidad y especificidad.

El HPV 6/11 esta asociado con lesiones benignas o de bajo
riesgo como el condiloma genital y NIC menores.')

Mientras que el HPV 16 /18 se relaciona con un grupo de
alto riesgo oncogénico como el cdncer cervical, y las for-
mas NIC mas significativas 1V, y los asociados con lesiones
escamosas intraepiteliales y carcinomas invasivos dividi-
dos a su vez en un grupo de riesgo intermedio como el tipo
31/33.49

En el estudio realizado de los 27 pacientes diagnosticadas
NIC I la mayor positividad para el HPV es para el tipo viral
6/11 con el 44.44%. De los 25 pacientes diagnosticados de
NIC II su mayor positividad es para el tipo viral 16/18 con
el 48%.

De las 13 pacientes con NIC III el 77% fue positivo para el
tipo 16/18 de alto riesgo, la misma cepa 16/18 se encontrd
en el 42% de los carcinomas.

La utilizacion de técnicas moleculares como la Hibridacion
in situ por fluorescencia (FISH) para la tipificacion del HPV,
es un procedimiento practico, factible con un alto grado de
sensibilidad y especificidad, permite establecer la corre-
lacién entre el tipo de lesién anatémica y la presencia del
genoma viral en el interior del epitelio y de las células, esta-
blecer su variedad de los tipos que tienen importancia como
oncogénicos en el aparato genital femenino.

La literatura con experiencia mediante esta técnica no es
abundante, nuestra observacién nos permite recomendar
para los casos de estudios directos sobre tejidos procesa-
dos en parafina, poder determinar la presencia y variedad-
del HPV correlacionando con la clinica con el fin de dar un
tratamiento adecuado a cada uno de los casos.
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