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Resumen. El objetivo de esta investigacion fue identificar aquellos signos
citoldgicos no clasicos que permitan predecir la infeccién por virus papiloma
humano (VPH) en este medio. Se revisaron los resultados citologicos de las
pacientes que acudieron a consultas ginecoldgicas puiblicas y privadas, entre
enero de 2006 y diciembre de 2008. Las muestras citoldgicas fueron informa-
das segun los criterios establecidos por el Sistema Bethesda 2001 y se selec-
cionaron los informes con interpretacion citolégica de Lesion Intraepitelial
Escamosa de bajo grado/VPH (LIEBG/VPH). De la hoja de solicitud de citolo-
gia se tomaron los datos de edad y caracteristicas citologicas. Se revisaron
25.565 resultados citoldgicos, de los cuales 291 eran LIEBG/VPH. La edad
promedio de las pacientes fue de 32,01 anos y ¢l rango de edad vari6 entre 15
y 67 anos. El 55,10% de las pacientes fueron menores de 30 anos de edad. El
coilocito fue el signo citoldgico viral mas frecuente (66,1%). Entre los signos
no clasicos asociados a la infeccién por VPH se observaron en orden de fre-
cuencia: megalocariosis (44%), megalocitosis (38,5%), seguidos de la binu-
cleacion y cromatina granula fina ligeramente irregular, en igual proporcion
(33,7%) vy las células de paraqueratosis (33,3%). La hipercromasia nuclear dis-
creta y las c¢élulas de hiperqueratosis fueron los criterios morfol6gicos menos
frecuentes (28,5%). Los signos indirectos significativamente asociados a la in-
feccion fueron: binucleacion, cromatina ligeramente irregular, hipercromasia
nuclear discreta y ¢élulas de paraqueratosis. La combinacion de cambios mor-
fol6gicos no clasicos asociadas a la infeccion por VPH permitiria la identifica-
cién de una elevada proporcién de pacientes con esta infeccién, aumentando
asi la sensibilidad del estudio citolégico en la deteccion del VPH y la posibili-
dad de scleccionar subgrupos de riesgo para el desarrollo de lesion cervical y
su evaluacion clinica oportuna.
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HPV infection associated with nonclassic cytological signs
in patients from Mérida, Venezuela.
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Abstract. The purpose of this work was to identify those nonclassic cyto-
logical signs that would allow the prediction of human papillomavirus (HPV)
infection. Cytology samples taken from outpatients that attended public and
private gynecological practices, between January of 2006 and December of
2008, were studied. The cytological samples were informed following the cri-
teria of the Bethesda system 2001. Those reports with a cytological interpre-
tation of low-grade squamous intraepithelial lesion/HPV (LSIL/HPV) were se-
lected. Age data and other cytologic characteristics were also taken. 25,565
Pap smears were revised, of which 291 were LSIL/HPV. The age average of the
patients was 32.01 years and the age range was between 15 and 67 years.
55.10% of the patients were below 30 years of age. The koilocytosis was the
most frequent viral cytological sign (66.1%). Among the HPV infection associ-
ated nonclassic cytologic signs were in order of frequency: nuclear enlarge-
ment (44%), megalocytosis (38.5%), followed by binucleation and lightly irregu-
lar chromatin distribution, in the same proportion (33.7%) and the typical
parakeratotic cells (33.3%). Discreet nuclear hyperchromasia and hiper-
keratotic cells were the less frequent morphological changes (28.5%). The indi-
rect signs significantly associated to the infection were: binucleation, lightly ir-
regular chromatin distribution, discreet nuclear hyperchromasia and para-
keratotic cells. The combination of HPV infection associated with nonclassic cy-
tological signs would allow the identification of a high proportion of patients
with this infection, increasing in this way the sensibility of the cytological study
in the detection of HPV and the possibility of selecting subgroups at risk for the
development of cervical lesions and their opportune study.

Recibido: 18-01-2011; Aceptado: 07-04-2011.

INTRODUCCION

Las evidencias epidemiol6gicas y mole-
culares han establecido que la infeccion
persistente por ciertos tipos de virus papilo-
ma humano (VPH), considerados de alto
riesgo oncogénico (VPHAR), es el principal
factor de riesgo para el desarrollo de cancer
de cuello uterino y sus lesiones precursoras
(1,2). En Venezuela, esta neoplasia es la
primera causa de mortalidad por cancer en
la mujer, constituyendo un problema de sa-

lud pablica. Cada afio mueren alrededor de
1.600 mujeres por esta neoplasia (3).

La mayoria de las infecciones por VPH
involucionan espontaneamente y sélo alre-
dedor del 10% de la poblacién podria pre-
sentar secuencias de ADN viral en el tejido
cervical normal, sin provocar alteraciones
celulares evidentes (4). En estas pacientes,
la infeccion por VPHAR representaria en-
tonces, un mayor riesgo de caracter silente,
para el desarrollo de lesiones en el cuello
uterino clinicamente significativas (5, 6).
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La presencia de coilocitos y/o disque-
ratocitos se consideran los hallazgos cito-
morfolégicos clasicos de la infeccion por
VPH 6 lesiéon intraepitelial escamosa de
bajo grado/LIEBG (7,8). Sin embargo, este
virus podria inducir la aparicion de cambios
celulares que son incluidos actualmente en
el sistema Bethesda dentro de las atipias en
células escamosas de significado indetermi-
nado (ASC-US) y han sido considerados sig-
nos indirectos o no clasicos de la infeccion
por VPH. Entre estos signos se incluyen la
binucleaciéon, megalocariosis, cromatina li-
geramente irregular, células de hiperquera-
tosis y paraqueratosis, hipercromasia nu-
clear y megalocitosis (9-13).

La consideracion de los signos no clasi-
cos asociados a la infeccion por VPH duran-
te el andlisis citomorfolégico podria incre-
mentar la sensibilidad de la citologia para
la deteccién del virus, antes de que este
produzca alteraciones celulares especificas,
sirviendo por tanto de posibles indicadores
de infeccion por VPH (14), sobre todo cuan-
do la deteccion molecular del genoma viral
aun no se realice en forma rutinaria dentro
de los programa de pesquisa de céancer.

El objetivo de este estudio fue identifi-
car los cambios celulares que se encuentran
asociados a la infeccion por VPH que permi-
tan predecir su presencia e incrementar la
deteccion temprana de esta infeccién viral.

MATERIALES Y METODOS

Material

Se revisaron los informes de las citolo-
gias de cuello uterino de las pacientes que
acudieron a diferentes consultas ginecologi-
cas, publicas y privadas, del municipio Li-
bertador del estado Mérida-Venezuela, en-
tre enero del 2006 y diciembre del 2008.

Metodologia
Para la toma de muestra citoldgica se
utiliz6 espatula de Ayre y cepillo endocervi-

cal e inmediatamente fueron fijadas con fi-
jador en aerosol. Posteriormente fueron co-
loreadas con la técnica de Papanicolaou
modificada y analizadas ¢ informadas consi-
derando los criterios establecidos por el Sis-
tema Bethesda 2001 para el informe de los
hallazgos de la citologia cervicovaginal (7).

Se seleccionaron aquellos resultados
con interpretacion citologica de lesion in-
traepitelial escamosa de bajo grado/VPH
(LIEBG/VPH). Se revisaron tanto los infor-
mes citologicos como las laminas para con-
firmar la presencia de caracteristicas citolo-
gicas clasicas y los signos no clasicos aso-
ciados a VPH: coilocitos, disqueratocitos,
células de hiperqueratosis y paraqueratosis,
binucleacién, hipercromasia discreta, cro-
matina granular fina de distribucion ligera-
mente irregular, megalocitosis y megaloca-
riosis (aumento del tamafio nuclear 2 a 3
veces el tamano del nicleo de una célula in-
termedia normal).

El analisis estadistico se realiz6 con el
programa SPSS 7.0. Se determinaron las
frecuencias y el test de Chi cuadrado (y?)
fue utilizado para correlacionar las varia-
bles incluidas en este estudio. Un valor p
igual o menor a 0,05 fue considerado esta-
disticamente significativo.

RESULTADOS

En el periodo comprendido entre ene-
ro del 2006 y diciembre de 2008 fueron
procesadas 25.565 citologias de cuello ute-
rino, de las cuales 291 fueron informadas
como LIEBG/VPH.

Las pacientes se encontraban en el
rango de edad comprendido entre 15 y 67
anos, con una media de 32,01 afios y desvia-
cion estandar igual a £11,87 afios. La ma-
yor proporcion de las pacientes (161/291)
tenian menos de 30 afos (55,10%) y de és-
tas, el 19,5% eran menores de 20 anos (57
casos). El resto de las pacientes se distribu-
yeron entre los grupos de 31 a 40 anos
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(18,8%) y entre 41 y 50 anos (17,8%). Una
minoria de casos que correspondié a 18 pa-
cientes (7,4%) tenian mas de 50 afos de
edad (Fig. 1).

De las 291 citologias positivas para in-
feccién por VPH, el 69,1% de los casos mos-
traron la presencia de coilocitos, seguido
del 44,7% en los que se observé la combina-
cion de coilocitos y disqueratocitos; 5,1%
de las muestras citologicas presentaron so-
lo disqueratocitos (Tabla I, Fig. 2A).

La distribucién de las frecuencias con
que se presentaron los signos no clasicos de
la infeccion por VPH en las citologias in-
cluidas en este estudio se muestra en la Ta-
bla II. Los mas frecuentes fueron la megalo-
cariosis (44%) y la megalocitosis (38,5%),
seguidos de la binucleacién y cromatina li-
geramente irregular, en igual proporcion
(33,7%) y las células de paraqueratosis
(33,3%). La hipercromasia nuclear leve y las
células de hiperqueratosis fueron los crite-
rios morfolégicos menos frecuentes (28,5%).

La asociacion entre los signos no clasi-
cos y la presencia de coilocitos o disquera-
tocitos se presenta en la Tabla III. La binu-
cleacion (Fig. 2D), cromatina ligeramente
irregular y la hipercromasia nuclear leve
(Figs. 2E y 2F) se asocian significativamen-
te a la presencia tanto de los coilocitos
como de los disqueratocitos (Figs. 2B y
2C). Las células de paraqueratosis se en-
contraron significativamente asociados a la
presencia de coilocitos (p<0,003).

DISCUSION

La deteccion de la infeccion por VPH
es considerada actualmente una estrategia
efectiva en la prevencion del cancer de cue-
llo uterino (12). Debido a la relacion causal
que involucra al VPH en la carcinogénesis
del cuello uterino, y que la pesquisa de esta
neoplasia y sus precursores se lleva a cabo
mediante programas organizados basados
en la citologia, se considera importante au-
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Fig. 1. Distribucion de las pacientes de acuerdo

a la edad.

TABLA I
FRECUENCIA DE LOS SIGNOS CLASICOS
DE LA INFECCION POR HPV
EN LAS CITOLOGIAS DE CUELLO UTERINO
DE ESTE ESTUDIO

Signos clasicos de HPV Citologias n° (%)

Coilocitos 201 (69,1)
Disqueratocitos 75 (25,8)
Coilocitos y disqueratocitos 15 (5,1)

Total 291 (100)

mentar la sensibilidad del estudio citoldgi-
co para la identificaciéon de pacientes con
infeccion por VPH (11).

En general, las pacientes jovenes se-
xualmente activas y menores de 30 anos de
edad presentan una mayor prevalencia de
infeccion por VPH (13, 14). Los resultados
de este estudio apoyan esta informacién ya
que 55,1% de las pacientes con infeccion
por VPH se encontraban por debajo de los
30 anos y casi el 20% eran jévenes menores
de 20 afios, lo cual las convierte en un sub-
grupo clinico particularmente importante
en esta region, que debe ser vigilado para
evitar que la infeccion por un VPH oncogé-
nico evolucione a una lesién clinicamente
significativa.
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Fig. 2. Citologia de la infeccién por VPH en cuello uterino. A. células escamosas normales (40X); B.
coilocito (40X); C disqueratocito (10X); D binucleacion (10X); E. hipercromasia leve y mega-
locariosis (10X); F. hipercromasia leve y megalocariosis (10X); G: células de paraqueratosis
(10X); H. células maduras con nticleos irregulares e hipercrémicos (10X).
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TABLA II

FRECUENCIAS ABSOLUTAS Y RELATIVAS DE LOS SIGNOS NO CLASICOS DE LA INFECCION
POR HPV EN LAS CITOLOGIAS DE CUELLO UTERINO DE ESTE ESTUDIO

Signos no clasicos Presente Ausente
de HPV n° (%) n° (%)
Binucleacion 98 (33,7) 193 (63,3)
Cromatina ligeramente irregular 98 (33,7) 193 (63,3)
Hipercromasia nuclear discreta 83 (28,5) 208 (71,5)
Megalocariosis 128 (44,0) 163 (56,0)
Megalocitosis 112 (38,5) 179 (61,5)
Células de hiperqueratosis 83 (28,5) 208 (71,5)
Células de paraqueratosis 97 (33,3) 194 (66,7)
TABLA 111

ASOCIACION ENTRE LOS SIGNOS NO CLASICOS Y LOS CLASICOS DE LA INFECCION POR HPV

Signos no clésicos

Signos clasicos

Coilocitos Valor p Disqueratocitos Valor p
Binucleacion 77(38,3%) +,012 36(27,7%) +,052
Cromatina ligeramente irregular 77(38,3%) +,012 36(27,7%) +,052
Hipercromasia nuclear discreta 44(21,9%) +,007 15(11,5%) +,011
Megalocariosis 92(45,8%) 0,361 51(39,2%) 0,143
Megalocitosis 82(40,8%) 0,288 43(33,1%) 0,089
Células de hiperqueratosis 60(29,9%) 0,455 40(30,8%) 0,447
Células de paraqueratosis 78(38,8%) 1,003 43(33,1%) 0,934

La sensibilidad de la citologia para la
deteccion del VPH depende de varios facto-
res, que incluyen al propio agente causal.
En la infeccion activa, con una alta carga vi-
ral, se producen cambios celulares caracte-
risticos, lo cual permitiria realizar su diag-
nostico con elevada sensibilidad y especifi-
cidad. Por el contrario, si el virus se en-
cuentra en un bajo nimero de copias es po-
sible que solo se logren observar algunos
cambios morfolégicos provocados por el
VPH (11, 13, 16).

En pacientes jévenes, aproximadamen-
te la mitad de los casos de infeccion por
VPH es transitoria (14) y las manifestacio-

nes citologicas de esta infeccion podrian
ser benignas y sutiles, incluyendo cambios
nucleares leves y queratinizacion citoplas-
matica (11, 15, 17, 18). Varios de estos
cambios celulares podrian encontrarse sig-
nificativamente asociados a la presencia del
virus del papiloma y muchos de ellos inclu-
sive a VPH de alto riesgo oncogénico (13).
Contrario a este estudio, en esas investiga-
ciones se realizé la tipificacion de los VPH
presentes en las muestras, lo cual permitio
correlacionar una gama de cambios cito-
morfolégicos diferentes, de manera indivi-
dual, con la presencia de diferentes tipos vi-
rales. De igual forma, las poblaciones estu-
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diadas y las caracteristicas epidemioldgicas
de las mismas también fueron diferentes a
las del presente estudio. Considerando en-
tonces estas diferencias, seria conveniente
llevar a cabo futuras investigaciones que in-
cluyan un mayor ntimero de casos, asi como
las pruebas moleculares para detectar VPH
y de esta forma validar los hallazgos de este
estudio, que permitirian completar la defi-
nicién de grupos de riesgo para infeccion
por VPH en base a los hallazgos citologicos
no clasicos de LIEBG, en este medio.

Entre los cambios morfologicos signifi-
cativamente asociados a la infeccion por
VPH se encuentran principalmente la bi y
multinucleacion, la hipercromasia nuclear y
las células paraqueratosis, en combinacion
con otras atipias celulares (11, 13, 15, 17,
19, 20). En este estudio, algunos de estos
cambios morfologicos se encontraron signi-
ficativamente asociados a la presencia de
coilocitos y disqueratocitos.

Estos hallazgos nos permiten entonces
indicar que su presencia podria considerar-
se sugestiva de infeccion por VPH (10,13).
En otros estudios, la binucleacion y la hi-
percromasia parecen ser cambios significa-
tivamente asociados a la presencia de ADN
viral (10, 11, 15, 17).

Las células de hiperqueratosis y de pa-
raqueratosis son hallazgos que pueden en-
contrarse asociados a diferentes condicio-
nes benignas del cuello uterino. Sin embar-
go, estos tipos de células también podrian
estar asociadas a VPH de alto riesgo onco-
génico y displasias (20), por lo que se sugie-
re que estos cambios podrian contribuir en
la seleccion de pacientes de riesgo para en-
fermedad cervical que requieren de mayor
seguimiento clinico (11, 13). En este estu-
dio, se encontré una asociacién estadistica-
mente significativa entre las células de pa-
raqueratosis y los signos clasicos de VPH
(coilocitos y disqueratocitos). Estos hallaz-
gos permiten reafirmar que la presencia de
este tipo de células queratinizadas, junto

con otras alteraciones celulares, podrian
considerarse marcadores de LIEBG y su
presencia requeriria de la realizacién de
pruebas moleculares disponibles para la de-
teccion de ADN viral en estas pacientes, lo
cual permitiria confirmar o descartar su
asociacion con el VPH.

El aumento del tamano nuclear o me-
galocariosis fue un signo citomorfolégico
muy frecuente entre las citologias compati-
bles con VPH de este estudio, como ya ha-
bia sido senalado por Meisels y Fortin en
1976 (9).

En este medio, son pocos los trabajos
realizados en esta drea. En 1996, Rodri-
guez y Cordero (21) determinaron la pre-
valencia de la infeccion por VPH en 11.038
citologias asi como los cambios celulares
mas frecuentemente asociados al VPH y
concluyeron que entre los signos no clasi-
cos que pueden tomarse en consideracion
para aumentar la sensibilidad de la citolo-
gia en el diagnostico del VPH se encuen-
tran la hiperqueratosis, paraqueratosis, bi-
nucleacion, megalocariosis y megalocito-
sis, lo cual coincide parcialmente con este
estudio.

Los hallazgos de este estudio permiten
suponer que la combinaciéon de cambios
morfolégicos no clasicos asociados a la in-
feccion por VPH permitiria predecir su pre-
sencia y por ende, la identificacion de una
elevada proporcion de pacientes con esta
infeccion (15), aumentando asi la sensibili-
dad del estudio citolégico en la deteccion
del VPH y la posibilidad de seleccionar sub-
grupos de riesgo para el desarrollo de lesion
cervical y su evaluacién clinica oportuna.
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