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APORTES DE LA ULTRAESTRUCTURA DEL EXOCERVIX EN LESIONES DE BAJO GRADO.
RESULTADOS PRELIMINARES.

CONTRIBUTIONS OF THE ULTRASTRUCTURE FROM THE EXOCERVIX IN LOW DEGREE INJURIES. PRELIMINARY RESULTS.
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ABSTRACT

A descriptive study was carried out with the aim of describing the ultra-structure from the exocervix in precancerous
lesions, using the gynecological liquid-based cytology technique, and comparing the cells with optical and electronic microscopy
at the primary assistant - public health center of San Pedro, in the Uribante municipality, Tachira state; to a 38-year-old patient,
who reported having presented menstruation during 10 days, with an ulcerative lesion at 12 o'clock in the cervix, reporting a low-
grade intraepithelial lesion, by a light-microscopy and scanning electron microscopy with result of Human Papilloma Virus type
16. The results refer, that the superficial and intermediate cells present changes in the nuclear chromatin, presenting a decompaction
of the localized heterochromatin, in the internal surface of the nuclear membrane, which is visible either by optical microscopy (lax
chromatin) or by electronic (uncoiled chromatin). This finding could be considered pathognomonic of precancerous lesion;
therefore, nuclear chromatin must be described in all cytological reports, which will allow defining all existing cases, and
eliminating false positives caused by other infectious agents that do not affect the cellular genome, as the human papilloma virus
does it because of its predilection for nuclear DNA.

Key Worbs: nuclear chromatin, precancerous lesion, exocervix.

REsSuUMEN

Con el objetivo de describir la ultra estructura del exocervix en lesiones precancerosas , con la técnica de citologia
ginecoldgica de Base Liquida, y comparando las células con microscopia 6ptica y electronica, se realiz6 un estudio descriptivo,
en el ambulatorio de San Pedro, del municipio Uribante, del estado Tachira en una paciente de 38 afios, que referia haber
presentado la menstruacion durante 10 dias, con una lesion ulcerosa a las doce en cuello uterino, reportando una lesion
intraepitelial de bajo grado, por microscopia de luz y microscopia electrénica de barrido con resultado de Virus Papiloma
Humano tipo 16. Los resultados refieren, que las células superficiales e intermedias, presentan cambios en la cromatina nuclear,
presentando una descompactacion de la heterocromatina localizada, en la superficie interna de la membrana nuclear, la cual es
visible tanto por microscopia Optica(cromatina laxa) como electrénica (cromatina desenrollada). Este hallazgo podria considerarse
patognomonico de lesion precancerosa, por tanto en todo informe citol6gico se debe describir la cromatina nuclear, lo que
permitird definir todos los casos existentes, y eliminar falsos positivos causados por otros agentes infecciosos que no afectan el
genoma celular, como lo hace el virus papiloma humano por su predileccién por el ADN nuclear.

PaLaBRAS CLAVE: cromatina nuclear, lesién precancerosa, exocervix.

INTRODUCCION causa de muerte en el mundo en mujeres en edad fértil,

L . con un estimado de 500.000 muertes al afio.?
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

establece, que el cancer de cérvix es un problema de

A 0, . En Venezuela, el cancer de cérvix representa la
salud publica mundial.>? Esta patologia, es la segunda

primera causa de muerte entre mujeres de 15 a 44 afios.
Datos del 2014 estiman que anualmente en Venezuela
4.973 mujeres son diagnosticadas con cancer de cérvix,
con 1.789 muertes anuales.*

Recibido: 12/2017 Aprobado: 06/2018 . ., . .
La infeccion por el virus papiloma humano

Departamento de Investigacion y Educacion de la Corporacion  (VPH) de serotipos oncogénicos es el principal factor
de Salud del Estado Tachira. *Laboratorio de microscopia  de riesgo para desarrollar la enfermedad. A nivel mundial,
electronica, CIADANA, Facultad de Ciencias de la Salud,  |os datos agrupados de los estudios de casos y controles
Universidad de Carabobo, Nicleo Aragua. indicaron que el ADN del VPH puede ser detectado en
Correspondencia: el_vinial964@hotmail.com 99,7% de casos de mujeres con diagnéstico histolégico
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de cancer cervical de células escamosas en comparacion
con 4% de las mujeres de control.®

Actualmente, se cuenta con vacunas para
efectuar prevencién primaria del cancer de cuello uterino;®
no obstante, a las mujeres a las cuales se les aplica deben
ser sometidas a estudios de rutina para la deteccion
temprana de cancer de cérvix, debido a que dichas
vacunas han sido disefiadas para combatir a los virus
con mayor potencial oncogénico; sin embargo, existen
otros virus de menor oncogenicidad, capaces de producir
céncer.

Otros aspectos que se deben considerar para
establecer la importancia de las medidas preventivas como
las vacunas, son: 1) Su eficacia, la cual esta todavia en
estudio, 2) el alto costo disminuye su disponibilidad en
paises en desarrollo y 3) la vacunacion de nifias
preadolescentes requiere el consentimiento de los padres
lo cual supone un problema sociocultural en paises en
desarrollo.” De esta manera programas rutinarios de
pesquisa temprana son una herramienta fundamental para
detectar casos de cancer cervical en estos paises.

La OMS plantea varios requisitos que debe reunir
un programa de pesquisa para ser aceptado. En primer
lugar, la técnica usada debe ser sensible para identificar
cambios celulares, a priori, antes que se establezca la
neoplasia, en el caso del cancer de cuello uterino, las
lesiones pre malignas claramente lo anteceden, por lo que
la pesquisa de este tipo de lesiones evitaria la incidencia
de esta patologia y disminuiria los costos de tratamiento,
asi como la morbilidad y la mortalidad por esta
enfermedad.®

La citologia ginecoldgica de Papanicolaou
evaluada mediante el microscopio éptico, ha sido el
método mas usado, y data del afio 1940, gracias a los
aportes de Georgios Papanicolaou, y ha brindado uno de
los mayores avances en el control de la enfermedad
neoplésica en la Historia; sin embargo, presenta altos
valores discordantes comparandolo con biopsia y
colposcopia, segln recientes estudios de tamizaje.® En el
Reino Unido se realiza una mejor preparacion de la muestra
citoldgica en base liquida, que es un método de muestras
celulares introducido en 1996.%°

La principal causa del aumento de la mortalidad,
por esta neoplasia, es la falta de unificacion de criterios
por parte de citotecnélogos y anatomopatélogos, lo cual
ensombrece el pronostico de las pacientes. Al tener un
cambio cito morfolégico patognomonico estandarizado,
de una lesién precancerosa, se hace una pesquisa mas
confiable de los cambios celulares ocasionados por el
Vlell, 12

Con el uso de Microscopio Electrénico de
Barrido (MEB) en las lesiones precancerosas del cuello
uterino, se observa, como las células del exocervix
presentan irregularidades en su forma, tamafio y
distribucién, los coilocitos se ven como una imagen de
un volcan®? y en las lesiones cancerosas se aprecia
irregularidad de la superficie de las células, las cuales
causan cambios en las propiedades de adhesion,
permitiendo que se desprendan de las laminas
epiteliales que junto con la division celular rapida 'y
caotica, hace que las células lesionadas se agrupen y
formen tumores que pueden invadir y destruir los
tejidos circundantes.t® 4

Esta investigacion enmarcada en la matriz
epistémica del positivismo, se propone demostrar por
Microscopia Electronica de Barrido, que en las lesiones
intraepiteliales de bajo grado, hay cambios en la cito
arquitectura condensada de la heterocromatina, que
esun patron morfoldgico del exocervix normal.

MATERIALES Y METODOS

En el afio 2015 en el Ambulatorio de San Pedro,
ubicado en el Municipio Uribante del Estado Tachira,
dependiente de la Corporacion de Salud de esta
entidad, se realizé un estudio descriptivo, en una
paciente con diagndstico de Lesion Intraepitelial de
Bajo Grado, considerando los siguientes criterios de
inclusion: edad entre 25 a 64 afios, vida sexual activa,
con deteccion vy tipificacion de VPH positiva por
reaccion en cadena de polimerasa (PCR); y criterios de
exclusion: paciente con histerectomia, conizacién o
cualquier otra intervencion del cérvix preestablecida.

Se tomo una muestra citoldgica de la paciente
de 35 afios de edad, en etapa premenstrual, con FUR
28-12-17, gestas 2, parasl, cesareasl, abortos 0, con
citologia anterior de Papanicolaou desde 3 meses, con
resultado Negativo para Lesion Intraepitelial o
Malignidad; de ocupacion oficios del hogar, con edad
de primeras relaciones sexuales a los 18 afios, con
frecuencia de relaciones sexuales: una por semana,
namero de parejas 2, preferencia sexual: heterosexual
y no usa métodos anticonceptivos.

Se disefid un instrumento para recolectar
informacidn de variables relacionadas con factores
individuales (edad, menarquia, gestas, partos, cesareas,
abortos, legrado, ocupacion, antecedentes de
infecciones de transmision sexual), factores
conductuales (edad de primeras relaciones sexuales,
frecuencia de relaciones sexuales, nimero de parejas,
preferencia sexual, uso y métodos anticonceptivos).
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Se completd el formato de citologia,
estructurado en cuatro secciones: Identificacion,
Antecedentes, Lectura e Informe citoldgico. Se
acompafio de un consentimiento informado en el cual se
hizoreferenciaa la finalidad del estudio, el procedimiento
y practica de la muestra, el bajo riesgo a su exposicion, y
la participacién de entrega del resultado y la orientacion
pertinente.

El procedimiento, consistid en solicitar a la
paciente a colocarse en posicién ginecologica en una
camilla y mediante la introduccion de un espéculo
desechable por via vaginal, con un cepillo cervi-Brush
se tomd muestra de endocervix y exocervix. Al cepillo se
le dieron 3 vueltas en sentido contrario a las agujas del
reloj en el liquido y se desprendid la cabeza del cepillo,
la cual se dejo dentro del frasco.

Se extrajeron con pinzas estériles el cabezal de
el cepillo de cervi-Brus y se desechd .Se vacio el
contenido del frasco en un tubo de ensayo para la
muestra y se colocd en la centrifuga. Una vez colocado
el tubo se cerrd y se les dio un tiempo de cinco minutos
a1.500 RPM.

La centrifuga se abrié cuando se detuvo por
completo. Se sac6 el tubo de ensayo, se eliminé el
sobrenadante dejando el sedimento. Posteriormente se
procedio de la siguiente forma: Se tom¢ el soporte para
el portaobjeto, se colocd una porta encima, un filtro que
lleva un agujero en el centro, una especie de embudo y
un anillo que se gira para sujetar los deméas. Con una
pipeta automatica se deposit6é una gota del sedimento
en el portaobjeto a través del embudo mencionado antes.
Este soporte con el portaobjeto, el filtro y la gota de
sedimento se colocaron en un envase cerrado que se
pone en el cytospin y se le dieron 5 minutos de tiempo a
1.500 RPM. Al terminar la centrifugacion se saco y
desmonto el soporte del envase en el que se quito el
filtro y se fijo con citocell. Seguidamente se tifio el
portaobjeto con la técnica convencional de hematoxilina-
eosina y se cubrié igualmente con cubre objeto,
quedando lista para la observacion al microscopio dptico
auna magnificacion de 40x, por el anatomopatélogo en
el Hospital del Seguro Social de La Ovallera, quien di6
los resultados segin la clasificacion Internacional de
Bethesda. Esta muestra fué fotografiada y guardada
para su comparacion con las de microscopia electrénica.

La lamina se llevé al Laboratorio de microscopia
Electronica de CIADANA, donde se colocé en xilol por
espacio de tres dias, para desprender el cubreobjetos;
seguidamente esta lamina se cortd con lapiz de diamante,
por debajo del espesor del vidrio en cuadro de 5x 5 mm,
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el cual contenia el material a observar, se mont6 en el
porta muestras del MEB y se peg0 a este con cinta doble
pegante de grafito. Posteriormente este material se llevd
al Cobertor l6nico IB3 paraser cubierto por una superficie
metalica de Platino-Paladio (pt-pd) de 150 Angstrom (A).

El portaobjeto se coloco en el interior de la
camara de observacion para ser visto con magnificacion
de 200 a 10.000 amplitudes y fotografiados desde la
pantalla del MEB, con una cdmara fotogréafica normal
HP. Estas imagenes de la camara se llevaron al
computador para ser anexadas al texto de estudio.

REesuLTADOS

La paciente examinada reporté un diagndstico
presuntivo de Lesion Intraepitelial de Bajo Grado, por
microscopia Optica y electrdnica de barrido y con la
prueba de deteccion y tipificacion del VPH, positiva para
VPHtipo 16.

MacroscOpicamente, el cuello uterino fué visto con una
lesion sospechosa, caracterizada por una ulcera friable
alas12.

Microscopia de Luz:

La estructura celular, vista por microscopio
optico a una magnificacién de 40x, en la region del
exocervix estudiada, se observaron, células intermedias
y superficiales con nucleos aumentados de tamafio, con
binucleacién y halos perinucleares, con cromatina laxa
(figura 1), sugestiva de infeccién por VPH.

Microscopia Electronica de Barrido:

Se observaron algunas células superficiales e
intermedias, de forma y tamafios normales, pero en su
mayoria se detectaron, cambios ultra estructurales de
las células. En la superficie celular, se apreciaron
microblebs distorsionados que no guardaban un orden
secuencial, las membranas citoplasmaticas y nucleares,
no continuas, con la heterocromatina nuclear
desenrollada (figura 2) y ubicada en diferentes sitios,
dentro del nucleo. Iméagenes de volcéan, que son el
equivalente de los coilocitos. (figura 3) Multinucleacion
fué observada (figura 4) Células con nicleos aumentados
de tamafio y multinucleadas (figura 5).

Discusion
La patogénesis de la infeccion por el VPH, ysu

efecto citopatico en las células del exocervix, es un tema
de gran interés en la pesquisa del cancer de cuello uterino,
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Figura 1. Cromatina laxa de una célula intermedia. MO
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’

Figura 2. Microfotografia en la que se observa cromatina laxa
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Figura 3. Microfotografia de Imagen de volcan, coilocito de una célulaintermedia.
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Figura 4. Célulanavicular con nicleo saliendo de la célulay aumentado de tamario.
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Figura5. Se observan varias células intermedias multinucleadas.
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ya que estas células ubicadas en la zona de
transformacion de la vagina, son el primer indicio de una
lesion precancerosa, curable en un ciento por ciento, al
ser detectadas a tiempo, en sus dafios celulares
incipientes. En este estudio, la descripcién de la
cromatina nuclear, como principal hallazgo de una lesién
intraepitelial de bajo grado, es comparable en mayor o
menor proporcion, con algunos resultados reportados
en distintas partes del mundo.

Rani y colaboradores realizaron un estudio
retrospectivo de 60 citologias cervicales, para caracterizar
las lesiones precancerosas y cancerosas cervicales
mediante morfometria nuclear, encontrando que el area
nuclear, el perimetro y el didmetro son pardmetros
estadisticamente significativos (p <0.05) para diferenciar
los frotis cervicales pre malignos de los malignos y refiere
que la granularidad de la cromatina nuclear, es un criterio
meramente subjetivo;™ este analisis difiere del presente
estudio, en el que se cataloga la estructura de la cromatina,
como principal cambio nuclear producido por el VPH.

Murata y colaboradores, aplicaron estudios
morfo nucleares mediante analisis de iméagenes digitales

1SkV S0us

para cuantificar la morfologia nuclear, incluido el patrén
de distribucion de la cromatina en la citologia de diversos
organos, concluyendo que la morfometria nuclear es,
por lo tanto, una herramienta objetiva Gtil en la
diferenciacion de los frotis cervicales premalignos y
malignos y en casos de dilemas diagnésticos que se
encuentran en zonas grises en frotis cervicales,
especialmente por ASCUS o AGUS, al combinar los
hallazgos del examen clinico, los parametros
morfomeétricos, citomorfoldgicos y nucleares, se puede
mejorar la precision diagnostica del cribado del cancer
cervicouterino y, por lo tanto, ayudar a los médicos a
aplicar las modalidades de tratamiento apropiadas.®
Estos resultados son similares a este estudio donde el
patron cromatinico es esencial para el diagndstico de
lesion intraepitelial de bajo grado.

Resultados similares, descritos por Guillaud y
colaboradores demostraron la hipoétesis de que la
positividad del VVPH se correlaciona con la textura de la
cromatina en la célula.t” Los andlisis provisionales son
importantes ya que este estudio involucra a 2000
pacientes y genera 6000 muestras de biopsia que se
sometieron a analisis histopatoldgico cuantitativo y se
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correlacionaron con positividad para VPH segln lo
medido por la prueba Hybrid Capture Il (Digene;
Gaithersberg, MD) y ADN-VPHY ARNm por PCR. La
sensibilidad de la clasificacion fue del 52-54% vy la
especificidad fue de 77-78%, parael VPH, %18 |a tasa de
positividad fue de 70% por biopsia y de 73% por
paciente. Aunque estos resultados son preliminares,
sugieren que las caracteristicas de la textura que reflejan
la condensacion de la cromatina pueden correlacionarse
con la positividad del VPH,*" al igual que este estudio,
se examing, y comprob6 el cambio de la cromatina con la
integracion del VPH al genoma celular.

Graterol y colaboradores publicaron un estudio
de la ultraestructura del cuello uterino en pacientes con
ADN viral positiva para VPH, observando la presencia
de figuras mielinicas, granulos de lipofucsina, cambios
en las mitocondrias, células con alargamiento nuclear,
nacleos hipercromaticos, distribucion anormal de la
cromatina, pleomorfismo nuclear yaumento de larelacién
nacleo / citoplasma.®® Los resultados de este estudio
son similares a los obtenidos en esta investigacion,
donde se describen los efectos citopaticos causados
por el VPH, en las lesiones intraepiteliales de bajo grado
las cuales se caracterizaron por discariosis, dadas por
una distribucién atipica de la cromatina, observando
ademéas membranas nucleares irregulares, al igual que
nlcleos aumentados de tamafio.

A semejanza del presente estudio, Drobic y
colaboradores, comprobaron que los nicleos exhiben
cambios en la forma y la reorganizacion de la cromatina,
que parece correlacionarse con la malignidad.?® La
tumorogénesis implica multiples pasos, es un proceso
que resulta de alteraciones en la funcién del ADN. Estas
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alteraciones son el resultado de cambios genéticos
estables, incluidos los de genes supresores de tumores,
oncogenes y genes de estabilidad del ADN, y cambios
epigenéticos potencialmente reversibles, que son
modificaciones en la funcion del gen sin un cambioen la
secuencia de ADN. La metilacidon del ADN vy las
modificaciones de las histonas son dos mecanismos
epigenéticos que se alteran en las células cancerosas.

Se concluye, que es relevante describir la
textura de la cromatina nuclear en todo informe citoldgico,
ya que la heterocromatina nuclear se desenrolla para
luego acoplarse al genoma del VPH, lo cual es visto por
el microscopio 6ptico como una cromatina laxa. En los
informes citoldgicos, algunos anatomopatélogos y
citotecnologos, no describen la cromatina nuclear,
obviando una de las caracteristicas morfol6gicas mas
evidentes en una lesion precancerosa.

Cuando se usa, la citologia liquida que es un
método de recoleccidn de la muestra mas fisioldgico, y
menos traumatico, se estan obteniendo células del
exocervix con caracteristicas, mas parecidas a una
apoptosis, puesto que son células que descaman del
epitelio, normalmente mediante la muerte celular
programada, reconociendo que una célula precancerosa
presenta ruptura de desmosomas, lo cual hace que pierda
adherenciay sea mas facil de desprender por la friccion
de un cepillito cervical.

En cambio, cuando se realiza la citologia
convencional las células presentan mas deformidad
celular por desecacion y al practicarse una biopsia, esta
la desventaja de que la muestra es menos representativa
y la célula presentard caracteristicas de una necrosis.
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