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Resumen. Se realiz6 un estudio prospectivo, comparativo de 112 biop-
sias, diagnosticadas segun técnicas convencionales como Neoplasia Intraepite-
lial Cervical I (NIC I) procedentes de pacientes de diversos centros hospitala-
rios de la ciudad de Maracaibo, para establecer la utilidad de los marcadores
inmunohistoquimicos PCNA y MIB-1 en el diagnéstico de lesiones de bajo gra-
do del cuello uterino. Las 112 muestras recibidas se clasificaron mediante tin-
cion con hematoxilina-eosina (H-E), excluyéndose 3 muestras por diagnéstico
diferente a NIC I. Luego de la inmunotincién 19 (17,4%) de las muestras con
el marcador PCNA se reclasificaron como NIC 1, y 18 (16,5%) con MIB-1 cam-
biaron el diagnostico inicial a NIC Il. Se encontré una diferencia estadistica
significativa (p<<0,01) entre el diagnostico con H-E y con los inmunomarcado-
res. No se hallaron diferencias significativas entre los marcadores. Se concluye
que el uso de estos métodos auxiliares puede ser de utilidad en el diagnéstico
de lesiones de bajo grado del cuello uterino, tomando en cuenta que en este
estudio un 17% de las muestras analizadas suponian una lesion de bajo grado
en presencia de una premaligna de alto grado.
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Abstract. A prospective and comparative study of 112 uterine cervix
biopsies, received from hospitals of Maracaibo, Venezuela, with the diagnosis
of cervical intraepithelial neoplasia I (CIN 1) determined with the traditional
Hematoxilin-Eosin (H-E) diagnostic staining, was performed to compare the
inmunohistochemical markers PCNA and MIB-1 with the conventional H-E
staining. The samples were classified with H-E, and 3 samples were excluded
of the study with a different diagnostic from CIN |. After the
inmunohistochemical study, 19 biopsies (17.4%) were classified as CIN Il with
PCNA and 18 (16.5%) with MIB-1. The analysis showed a significant difference
(p < 0.01) between the H-E staining and the inmunomarkers. These results
allow us to conclude that the inmunohistochemical evaluation of the
proliferative activity is very useful to establish with certainty the diagnosis of
preneoplasie lesions of uterine cervix and also represents and important
parameter in the prognostic evaluation.

Recibido: 08-05-2003. Aceptado: 19-02-2004.

INTRODUCCION

El cancer de cuello uterino constituye
un problema de salud publica en los paises
subdesarrollados, especialmente en Latino-
américa. En Venezuela, este tipo de cancer
muestra una magnitud considerable, tanto
en incidencia como en mortalidad, con una
tasa estandarizada que se estima para el
pais en 33,3 X 100.000 mujeres, ubicada
entre las mas altas del mundo (1, 2).

La enfermedad maligna del cuello ute-
rino es precedida por una condicién cono-
cida como neoplasia intraepitelial cervical
(NIC). El diagnostico histolégico preciso
del NIC es subjetivo y susceptible a varia-
ciones entre observadores. Sobre el diag-
nostico acertado se disefia el seguimiento
y tratamiento de estas pacientes, por lo
cual pueden ser de gran utilidad técnicas
adicionales que permitan establecer preci-

sién en el diagnostico. Una de ellas es la
determinaciéon inmunohistoquimica de los
antigenos relacionados con el ciclo celu-
lar como el Antigeno Nuclear de Prolifera-
cion Celular (PCNA), y el MIB-1, los cua-
les fundamentan su uso en el hecho de
gue las células con alta actividad prolife-
rativa estan asociadas con la aparicion de
neoplasias premalignas y malignas. Se ha
pensado que la proliferacion es un indica-
dor temprano de crecimiento desordena-
do. El anticuerpo monoclonal MIB-1 de-
tecta al antigeno constituyente nuclear
Ki-67, expresado por células proliferantes
en las siguientes fases del ciclo celular:
etapa tardia de G,, S, G, y M. PCNA es un
antigeno, también conocido como ciclina,
cuyo papel como inmunomarcador de pro-
liferacion celular es bien conocido, mos-
trando niveles elevados en las fases S, G, y
M del ciclo celular (3).
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En 1993 Mittal y col. establecieron la
utilidad del PCNA en la diferenciacion de la
metaplasia escamosa inmadura y la displa-
sia cervical, y refieren la necesidad de estu-
dios futuros para investigar la significacion
prondstica del porcentaje de células PCNA
positivas en las lesiones cervicales (3).

En el mismo afio Kobayashi y col. de-
mostraron la eficacia de PCNA para la dis-
tincion precisa entre displasia moderada y
severa, y entre esta ultima y el carcinoma in
situ (4).

Para el afo 1995, Mitchell estableci6
que la medicion de la actividad proliferativa
en las lesiones del cuello uterino y su corre-
lacion con marcadores de regulacion y dife-
renciacion, podrian ser importantes para
entender el proceso neoplasico (5). Este he-
cho fue establecido por Hall y col. con simi-
lares conclusiones (6).

El trabajo de Steinbeck y col. demos-
tré que el incremento de la atipia histopa-
toldgica en la mucosa cervical estuvo corre-
lacionada con un incremento inicial de
PCNA, seguido por una aneuploidia bien de-
finida y una sobre expresion de P53 (7). En
1997 postulé que altos niveles MIB-1 combi-
nados con aneuploidia del ADN, sin duda in-
dican el comienzo de la carcinogénesis cer-
vical (8). Estos cambios no son posibles de
ser determinados con los métodos conven-
cionales, y es con el advenimiento de nove-
dosas técnicas inmunohistoquimicas, las
cuales utilizan marcadores tumorales, que
es factible obtener un diagndéstico preciso y
la deteccion precoz de lesiones premalignas
del cuello uterino, al igual que la gradacién
de las mismas.

En nuestro pais es pobre la experiencia
con estos indicadores de proliferaciéon nu-
clear, es por ello que esta investigacion pre-
tende demostrar la utilidad de los mismos,
detectados mediante técnicas inmunohisto-
quimicas, en el diagnéstico de las lesiones
preneoplésicas de bajo grado del cuello ute-
rino, al comparar el grado de certeza diag-

noéstica al utilizar los métodos histopatol6-
gicos convencionales y el método inmu-
nohistoquimico, para la determinacion de
los grados de proliferacién celular.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio prospectivo, des-
criptivo, comparativo de 112 biopsias diag-
nosticadas segun técnicas convencionales
como Neoplasia Intraepitelial Cervical I (NIC
1), procedentes de pacientes de diversos cen-
tros hospitalarios de la ciudad de Maracaibo.

Las muestras, incluidas en bloques de
parafina, se procesaron en el Laboratorio de
Biologia Molecular del Instituto de Investiga-
ciones Bioldgicas de la Facultad de Medicina
de la Universidad del Zulia, con la técnica cla-
sica de hematoxilina y eosina. El estudio in-
munohistoquimico se realizo segun la técnica
modificada de Stenberg de peroxidasa-antipe-
roxidasa; para tales efectos secciones de teji-
do 2 a 3 micras fueron desparafinadas, luego
rehidratadas y luego incubadas en una solu-
cion de peroxido de hidrogeno al 3% en me-
tanol, por 20 minutos para bloquear la accién
de las peroxidasas enddgenas. Posteriormen-
te, fueron secuencialmente incubadas en sue-
ro normal por 20 minutos, anticuerpo prima-
rio diluido en PBS (solucion salina de fosfato
buffer) durante toda la noche a 4°C, anticuer-
po secundario biotinilado por 60 minutos, y
finalmente en una solucion de adivina-bioti-
na-peroxidasa (ABC).

Los anticuerpos monoclonales para
PCNA y MIB-1 utilizados fueron de la casa
DAKO Corporation y se prepararon en solu-
cion de 1/50 respectivamente. Para desarro-
llar la reaccién, se utiliz6 una solucion fres-
ca de 3.3-diaminobenicidina-HCL (DAB),
que contenia peroxido de hidrégeno como
sustrato para la enzima. Como control se
utilizaron secciones bidpsicas tratadas con
suero normal o con buffer, sin la enzima.
Todas las secciones fueron contrastadas con
una solucion diluida de Hematoxilina.
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Los resultados inmunohistoquimicos
asi como las secciones paralelas tefiidas
con Hematoxilina-Eosina fueron evaluados
con microscopio de campo claro, marca
Zeiss Axioscope, visualizando cada muestra
a grande (400x), mediano (100x) y peque-
o (50x) aumento. Para disminuir las dife-
rencias inter observador, cada una de las
muestras fue evaluada por tres patélogos
del centro.

La clasificacion anatomopatoldgica
utilizada para las muestras fue la de Rit-
chat.

Las muestras tefiidas con hematoxili-
na-eosina, con diagnoéstico de neoplasia in-
traepitelial cervical fueron clasificadas de la
siguiente manera:

— NIC I: Alteracion de la maduracion y
presencia de mitosis en el tercio pro-
fundo del espesor epitelial.

— NIC II: Alteracion de la maduracién y
presencia de mitosis en los dos tercios
profundos del espesor epitelial.

— NIC IlI: Alteracion de la maduracion y
presencia de mitosis (tipicas y atipi-
cas) en casi todo el espesor epitelial;
respetando maximo una o dos capas
superficiales.

El anélisis de las muestras procesadas
para inmunohistoquimica se realiz6 a través
de la visualizacion de las células que exhi-
bieron tincion marrén de sus nucleos, clasi-
ficAndolas de la siguiente manera:

— NIC I: un marcaje de las células del
tercio profundo (33%) del espesor epi-
telial.

— NIC II: un marcaje de las células de los
dos tercios profundos (66%) del espe-
sor epitelial.

— NIC III: un marcaje de las células ma-
yor de dos tercios del espesor epitelial.
El andlisis estadistico de los resultados

se llevd a cabo utilizando el paquete esta-
distico SPSS 10 para Windows.

RESULTADOS

Las 112 muestras recibidas se clasifi-
caron luego de realizar nuevamente tincién
clasica con H-E, tal como se observa en la
Tabla I. En 109 muestras se obtuvo diagnos-
tico de NIC | (Fig. 1) y el resto se clasifica-
ron como NIC Il (Fig. 2), por lo cual se ex-
cluyeron del estudio.

Después de la inmunotincién con
PCNA y MIB-1, las 109 muestras fueron ana-

Fig. 1. Lesion intraepitelial de bajo grado. NIC 1. 400X. Inmunotincién con PCNA.
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Fig. 2. Lesién intraepitelial de alto grado. NIC Il. 400X. Inmunotincion con PCNA.

lizadas obteniéndose los datos presentados
en la Tabla Il, donde se observa que segun
el marcaje con PCNA 19 (17,4%) de las
muestras fueron reclasificadas como NIC II,
mientras que con MIB-1 18 (16,5%) cambia-
ron el diagndstico inicial a NIC 1.

DISCUSION

Los anticuerpos monoclonales contra
antigenos relacionados con el ciclo celular,
tales como PCNA y MIB-1, han sido identifi-
cados como marcadores de la tasa de creci-
miento de un tumor y estos anticuerpos
pueden ser usados en tejidos fijados e in-
cluidos en parafina (3-10).

Varios autores han sugerido que el
porcentaje de células medidos inmunohisto-
quimicamente usando MIB-1, podria ser
aplicable para examinar el crecimiento bio-
I6gico potencial en canceres cervicales, y el
mismo anticuerpo podria ser un parametro
atil para indicar el prondstico clinico del
tumor (11). Otros autores reportan situa-
ciones similares con la utilizacion de PCNA
(5, 8, 9-11, 15, 18-20).

En la Tabla | se realizé la distribucion
de los grados de NIC segun la tincion de he-

TABLA |
DISTRIBUCION DE LA NEOPLASIA
INTRAEPITELIAL CERVICAL EN GRADOS
SEGUN DIAGNOSTICO
POR HEMATOXILINA-EOSINA

Tipo de lesién Casos Porcentaje
Neoplasia 109 97,32%
Intraepitelial
Cervical |
Neoplasia 3 2,68%
Intraepitelial
Cervical Il
Total 112 100%

matoxilina y eosina, donde puede observar-
se que de las 112 muestras recibidas y cata-
logadas como NIC I por distintos patélogos,
s6lo en 3 casos hubo diagnésticos distintos;
es decir que hubo 97% de concordancia en
el diagndstico con H-E de estas lesiones de
bajo grado entre los diferentes observado-
res. Al comparar estadisticamente los diag-
nosticos iniciales con el obtenido por el
grupo de experimentacion con tincion cléasi-
ca de H-E, no se hallan encontraron diferen-
cias significativas entre los grupos.
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TABLA I
RECLASIFICACION DE LOS CASOS DE NIC | MEDIANTE PCNA Y MIB-1
PCNA MIB-1
Casos % Casos %

NIC | 90 82,6 91 83,5

NIC Il 19* 17,4 18* 16,5

Total 109 100 109 100
*(p < 0,01).

Al analizar los datos obtenidos en la
Tabla Il, se puede observar que en el caso
del marcador PCNA hubo 19 (17,4%) mues-
tras cuyo diagnéstico fue reclasificado de
NIC | a NIC II, mientras que al utilizar
MIB-I se obtuvo 18 (16,5%) casos reclasifi-
cados. En ambos casos se obtuvo una dife-
rencia estadisticamente significativa al apli-
car la prueba de t de student para muestras
relacionadas y comparar diferencias entre
el diagnostico con H-E y el diagnéstico con
los inmunomarcadores (p < 0,01). Sin em-
bargo al comparar entre si la sensibilidad
de ambos marcadores no se encontraron di-
ferencias significativas, no pudiéndose esta-
blecer de la superioridad o ventaja de un
marcador sobre otro. En la Fig. 1 se puede
apreciar una muestra catalogada como NIC
I luego de la inmunotincion con PCNA y en
la Fig. 2 se observa una imagen de otra
muestra que, inicialmente fue diagnostica-
da como NIC I, segun la tincion H-E, y lue-
go reclasificada como NIC Il después de la
inmunotincion con PCNA.

Es importante sefialar que la conducta
terapéutica es distinta en NIC | y en el NIC
IlI; en el segundo caso es mas agresiva por
considerase que el NIC Il una lesion prema-
ligna de cuello uterino con tendencia mar-
cada a la evolucion hacia un carcinoma.
Caso contrario del NIC I, donde la alta fre-
cuencia de remision imponen una terapéu-
tica expectante mas que intervencionista.
Es por ello que el uso de estos métodos au-
xiliares en el diagnéstico de lesiones de
bajo grado del cuello uterino, justifica su

uso para detectar y tratar las lesiones po-
tencialmente malignas del cuello, tomando
en cuenta que en este estudio un 17% de
las muestras analizadas suponian una lesion
de bajo grado en presencia de una prema-
ligna de alto grado.

En este estudio se encontré que todos
los casos de neoplasia intraepitelial cervical
incluidos, mostraron positividad nuclear
para PCNA y MIB-1, tanto en la capa de cé-
lulas basales como en las células parabasa-
les; es decir, a mayor pérdida de la madura-
cién, mayor porcentaje de células con tin-
cién nuclear, coincidiendo esta observacion
con la reportada en otros trabajos de inves-
tigacién (8-14, 21). Este incremento soste-
nido del niamero de células inmunotefiidas
de acuerdo a la severidad de la lesién, refle-
ja, a las luces del conocimiento del modelo
molecular de carcinogénesis, una disrup-
cién de la regulacion de la proliferacién ce-
lular, con un aumento del nimero de célu-
las que ingresan al ciclo celular, quiza por
una inactivacién inducida por factores
como el VPH, o algun gen de supresioén tu-
moral (P53 y P10). (8, 14, 15).

Nuestros hallazgos coinciden con aque-
llos de otros autores (11, 13, 15-18, 21)
quienes encontraron un incremento progre-
sivo del nimero de figuras mitdticas desde
el epitelio escamoso normal, pasando por los
diferentes grados de NIC. Analizando seccio-
nes histoldgicas tefidas con PCNA y/o
MIB-1 se consume menos tiempo que con-
tando figuras mitéticas en toda la biopsia, y
se puede brindar mayor certeza en muestras
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en las cuales resultase dificultoso el diag-
néstico por tinciones convencionales.

En este estudio no se encontraron dife-
rencias significativas al comparar los hallaz-
gos inmunohistoquimicos en las muestras
estudiadas con PCNA y con MIB-1, y no se
demuestra la ventaja de un marcador sobre
el otro; por lo tanto no se justifica su uso
en conjunto y se sugiere la utilizacion de un
solo inmunomarcador, lo cual repercutiria
en beneficios econémicos y mejor utiliza-
cion de recursos.

Se concluye que la determinacién in-
munohistoquimica de la actividad prolifera-
tiva por medio de anticuerpos dirigidos
contra antigenos relacionados con el ciclo
celular, como PCNA y MIB-1 permite esta-
blecer diagndstico mas certero en lesiones
preneoplésicas de cuello uterino, constitu-
yendo una excelente herramienta auxiliar al
estudio histopatoldgico para diferenciar los
diferentes grados de neoplasia intraepitelial
cervical.
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