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Deteccion inmunohistoquimica de la proteina L1 de Virus
Papiloma Humano (HPV) de alto riesgo en citologias
y biopsias de cuello uterino

Immunohistochemical detection of the high risk Human Papillomavirus
(HPV)-L1 protein in uterine cervix cytologies and biopsies

Morelva Toro!, Antonio Llombart-Bosch

RESUMEN

Para confirmar la deteccion inmunohistoquimica de la
proteina L1 de HPV de alto riesgo, tanto en citologias con
anormalidades en células epiteliales como en biopsias con
diagnostico de carcinoma epidermoide cervical, se selec-
cionaron aleatoriamente: 11 citologias cervicales del afio
2004 con interpretacion citologica de anormalidades en
células escamosas incluyendo: células escamosas atipicas y
lesion intraepitelial escamosa de bajo y alto grado y 50
biopsias de cérvix con carcinoma epidermoide diagnostica-
dos entre los afios 1950 y 1980. Todas las muestras, tanto
citologicas como histologicas fueron sometidas al procedi-
miento inmunohistoquimico para la deteccion de la protei-
na L1 de HPV de alto riesgo, con anticuerpo de alto riesgo
VAHP. El 64% de las muestras citologicas fueron satisfac-
torias para la evaluacion, mientras que 4/11 presentaban
inflamacién moderada o intensa. El 27% citologias cervica-
les con cuadro citologico sugestivo de 2 lesion de bajo gra-
do (67%) y 1 lesion de alto grado (33%), mostraron coilo-
citos con nucleos positivos para L1 de HPV de alto riesgo.
Todas las muestras citologicas con atipias fueron negativas
para la inmunotincion, asi como los 50 casos de carcinoma
epidermoide. La deteccion de la proteina L1 de HPV de alto
riesgo en las citologias estudiadas fue baja. Estos resultados
sugieren que la inmunodeteccion de la proteina L1 de HPV
de alto riesgo es reducida en las lesiones cervicales severas.

Palabras clave: HPV, proteina L1, cervix uterino, inmu-
nodeteccion.

SUMMARY

This study was designed to confirm the immunohisto-
chemical detection of the high risk HPV-L1 protein in
abnormal epithelial cells observed in cytologies and also in
squamous cells carcinomas diagnosed in biopsies. The sam-
ples were selected randomly: 11 cervical cytologies of the
year 2004 with a cytological interpretation of abnormalities
in squamous cells including: atypical squamous cells and in
low and high-grade squamous intraepithelial lesions; and 50
cervical biopsies with squamous cells carcinomas diagno-
sed during the years 1950 and 1980. All the samples, cyto-
logical and histological, were subjected to an immunohisto-
chemical procedure in order to detect the high risk HPV-L1
protein, with the antibody VAHP. 64% of the cytological
samples were satisfactory for evaluation, while 4/11 presen-
ted moderate to intense inflammation. 27% of the cervical
cytologies with a suggestive cytologic interpretation of low-
grade (67%) and high-grade intraepithelial lesion (33%),
showed koilocytes with positive nuclei for the high risk
HPV-L1 protein. All the cytologic samples with atipia were
negative to the immunostain, as well as the 50 cervical squa-
mous cells carcinomas. The high risk HPV-L1 protein
detection in the studied cases was low. These results suggest
that the immunodetection of the high risk HPV-L1 protein is
reduced in the severe cervical lesions.

Key Words: HPV, L1 protein, uterine cervix, immuno-
detection.
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INTRODUCCION

Las evidencias moleculares y epidemioldgicas han
solidificado la estrecha relacion existente entre la infec-
cién persistente por ciertos tipos de Virus Papiloma
Humano (HPV) de alto riesgo (AR) oncogénico y el de-
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sarrollo y mantenimiento de la enfermedad neoplasica
invasiva del cuello uterino (1,2).

La aplicacion de las técnicas inmunohistoquimicas
en muestras cervicales se iniciaron con la intencion de
demostrar la presencia de secuencias de ADN- HPV en
tejidos malignos y con displasia (3,4).
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La busqueda de una de las proteinas estructurales
especificas de la capside de los HPVs, la proteina L1, se
detecto entre el 10% y el 43% de los casos de displasia y
fue disminuyendo a medida que la lesion se hacia mas
severa (5,6).

El papilomavirus infecta las células basales del epite-
lio escamoso y metaplasico del cuello uterino e inicia su
replicacion dentro de las células que se van haciendo mas
maduras y diferenciadas, de forma que una vez y s6lo en
los estratos superficiales, se expresan las proteinas
estructurales tardias L1 y L2, conformando asi la parti-
cula viral madura e infectiva (7), hecho que morfologi-
camente esta representado por la displasia coilocitica o
lesion intraepitelial de bajo grado (LIEBG), segun el sis-
tema Bethesda 2001 (8).

A medida que el proceso neoplasico aumenta en seve-
ridad, la transcripcion de L1 y L2 tiende a desaparecer,
por lo que en las LIE de alto grado y en el cancer invasi-
vo es poco probable detectar dichas proteinas, aunque en
algunos casos de neoplasia invasiva de tipo epidermoide
podrian detectarse senales especificas de L1, lo que refle-
jaun alto grado de diferenciacion del carcinoma (9). Aun-
que, Yamagata et al en 1989, detectaron antigeno viral por
el método peroxidasa-antiperoxidasa en todos los grados
de displasia cervical, indicando que esta podria encon-
trarse en cualquier grado de lesion cervical.

De igual forma se ha aplicado la inmunotincion para la
deteccion de la proteina L1 de HPVAR en aquellos exten-
didos celulares del cervix con interpretacion citologica
compatible con lesiones intraepiteliales escamosas tanto
de bajo grado como de alto grado; en estos estudios sélo
se logré detectar la proteina L1 en menos del 50% de los
casos, siendo significativamente baja (11,12). Sin embar-
go, en casos de lesiones premalignas de bajo grado que
regresan espontaneamente, el porcentaje de deteccion de
L1 fue mayor (69%) segun reportan Griesser et al, 2004.

Actualmente, la deteccion de secuencias gendmicas
de HPV, tanto en pacientes con citologias que contienen
células escamosas atipicas como en LIEBG, se conside-
ra un procedimiento adecuado para predecir la aparicion
de una lesion de mayor significancia clinica (13,14).

Este estudio se ha realizado con el objetivo de con-
firmar con nuestra propia experiencia y en nuestro
medio, la deteccion inmunohistoquimica de la proteina
L1 de HPVAR, tanto en citologias con anormalidades en
células epiteliales como en biopsias de tejido con diag-
nostico de carcinoma epidermoide de cuello uterino.

MATERIAL Y METODO
Material

Se seleccionaron aleatoriamente: 11 citologias cervi-
cales del afio 2004 con interpretacion citologica de anor-

malidades en células escamosas incluyendo: células
escamosas atipicas (CEA) y lesion intraepitelial cervical
de bajo y alto grado (LIEBG/LIEAG), de acuerdo a los
criterios del Sistema Bethesda 2001 (8) y 50 biopsias de
cérvix uterino con carcinoma epidermoide diagnostica-
dos entre los afios 1950 y 1980 en el departamento de
Patologia de la Facultad de Medicina y Odontologia,
Universidad de Valencia. Los casos de carcinoma epider-
moide fueron revaluados para confirmar la presencia del
tumor y se agruparon de acuerdo al tipo histologico y
grado de diferenciacion tumoral, siguiendo los criterios
histopatologicos estandar (15).

Método

Todas las muestras, tanto citologicas como histologi-
cas, asi como el control positivo suministrado por la casa
comercial fueron sometidas al mismo procedimiento
inmunohistoquimico siguiendo las pautas de la casa
comercial; se utiliz6 el kit de trabajo Viroactiv® HPV
High Risk Kit, Wiesbaden, Dinamarca, que incluye los
tipos de HPV de alto riesgo 16, 18, 33, 35, 39, 45 y 56
con anticuerpo de alto riesgo VAHP.

A las muestras citoldgicas previamente tefiidas con
la técnica de Papanicolaou se les removid el cubreobje-
to colocandolas en xilol durante toda la noche; no se
fijaron las muestras posteriormente. Se utilizaron cortes
en blanco de entre 3 a 5 micras de los casos de biopsia
de carcinoma de cuello uterino. Todas las muestras y el
control positivo se colocaron en la estufa a 60°C duran-
te 30 minuto, luego se rehidrataron las muestras en
alcoholes de concentraciones decrecientes, 2 minutos en
c/uno: 96%, 70%, 50% y finalmente lavamos con agua
destilada. Para la recuperacion antigénica, se cubrieron
las muestras completamente con citrato buffer prepara-
do segtn indicaciones de la casa comercial y se coloca-
ron en la olla de presidn, dejandolas hervir durante 3
minutos.

Para la inmunotincidn, cubrimos la muestra con una
gota de solucion bloqueante a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Colocamos dos gotas de anticuerpo
sobre cada lamina e incubamos en camara htmeda
durante 30 minutos. Lavamos con buffer y agregamos
una gota de reactivo de deteccidn a cada frotis e incuba-
mos a temperatura ambiente 30 minutos. Lavamos con
buffer y afadimos una gota (50 microlitros) de la solu-
cioén cromogeno durante 10 minutos. Realizamos la con-
tratincion con hematoxilina. Después de montar en
medio acuoso (gelatina glicerinada, MERCK) examina-
mos al microscopio de luz.

Evaluacion de los resultados: el anticuerpo VAHP
esta dirigido contra la proteina L1 de la capside de HPV
de alto riesgo, que es sintetizada en el citoplasma y
entonces transportada al interior del nucleo, por tanto el
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nucleo de las células infectadas se colorea de rojo. En
caso de un nivel elevado de expresion algunas veces se
observa también una coloracion leve en el citoplasma.

RESULTADOS

Las muestras citologicas del cuello uterino y de teji-
dos fijados con formalina e incluidos en parafina some-
tidas a inmunotincioén fueron comparadas con el control
positivo suministrado por la casa comercial y que fue
procesado en las mismas condiciones que a las muestras.
La observacion de nucleos tefiidos de rojo indicaba posi-
tividad de la prueba.

Las muestras citoldgicas incluidas en el estudio fue-
ron evaluadas para determinar la calidad segun los crite-
rios del sistema Bethesda 2001; el 64% de estas eran
satisfactorias, mientras que el 36% (4/11) presentaban
inflamacion moderada/intensa como factor de obscureci-
miento. Las tres citologias de cuello uterino que resulta-
ron positivas para la proteina L1 eran satisfactorias
(fig. 1).

Sélo 3/11 (27%) citologias cervicales con cuadro
citologico sugestivo de lesion intraepitelial escamosa de
bajo grado (2/67%) y de alto grado (1/33%), mostraron
nucleos positivos para L1 de papilomavirus de alto ries-
g0, como se muestra en la tabla 1. Todas las restantes
muestras citologicas con atipias fueron negativas. No se
observd tincion a nivel citoplasmatico, ni en células
endocervicales ni en las metaplasicas. Se aprecié tincion
de fondo (precipitaciones), en algunos leucocitos poli-
morfonucleares y en algunos bordes celulares.

Los nucleos de los coilocitos presentes en las mues-
tras citologicas se tifieron de rojo; no se observod colora-
cion ni nuclear ni citoplasmatica en el resto de las célu-
las presentes, ni en las normales ni en aquellas con ati-
pias leves o marcadas, solamente se observod tinciéon en
los coilocitos (fig. 2).

En cuanto a los 50 casos de tejido procedentes de car-
cinomas epidermoides de cuello uterino, incluimos 10
carcinomas epidermoides maduros y bien diferenciados,
10 eran moderadamente diferenciados, 10 inmaduros, 10
inmaduros e indiferenciados y un grupo de miscelaneos
que incluyd 7 carcinomas anaplasicos y 3 carcinomas
microcelulares; todos estos casos resultaron negativos
para la deteccion inmunohistoquimica de la proteina
estructural L1 de HPVAR, incluyendo las areas con ati-
pia coilocitédtica asociada (fig. 3).

DISCUSION

La deteccion de secuencias de ADN de papilomavi-
rus humano como E6, E7 y L1 en muestras provenientes
del cuello uterino se ha convertido en una herramienta
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TABLA 1. Muestras citolégicas del cuello uterino
con anormalidades en las células epiteliales
y con estudio inmunohistoquimico para deteccion

L1HPVAR
N.° de citologia | Interpretacion citolégica | L1IHPV de alto riesgo

1 CEA Negativa
2 CEA Negativa
3 CEA Negativa
4 CEA Negativa
5 CEA Negativa
6 LIEBG Negativa
7 LIEBG Positiva
8 LIEBG Positiva
9 LIEAG Positiva

10 LIEAG Negativa

11 LIEAG Negativa

Total positivas 3 (27%)

CEA = Células escamosas atipicas.
LIEBG = Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado.
LIEAG = Lesion intraepitelial escamosa de alto grado.

complementaria en el diagnostico y manejo clinico de las
pacientes con lesiones cervicales (16,17).

Los anticuerpos dirigidos contra la proteina estructu-
ral mayor de la capside L1 de los HPVs de alto riesgo
(HPVs AR) permitiria la identificacion de pacientes por-
tadoras de ésta infeccidon con tipos virales especificos y
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Fig 1: Calidad de las muestras citologicas estudiadas de acuerdo con
los criterios del Sistema Bethesda 2001.

Fig 2: Caso N.° 7. Citologia cervical, lesion intraepitelial escamosa de
bajo grado, se muestra un coilocito con nucleo positivo para la inmu-
nodeteccion de LIHPVAR. x200.
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Fig 3: Biopsia de cuello uterino, carcinoma epidermoide bien diferenciado con areas de coilocitosis. Notese que los nucleos son negativos para la
inmunodeteccion de LIHPVAR. A. en areas coilocitoticas. B. En areas de neoplasia invasiva. x400.

por ende, mujeres de riesgo a padecer cancer de cervix
uterino (18).

Inicialmente esta proteina L1 (antigeno comun espe-
cifico) altamente conservada entre los virus del género
papovaviridae (19), se estudié en muestras de tejido cer-
vical, tanto benignas como displasicas y malignas para
asi demostrar la asociacion del HPV y la carcinogénesis
cervical, utilizando técnicas de inmunohistoquimica
como la peroxidasa-antiperoxidasa (3,20-23).

En la actualidad también se detecta esta proteina L1
de HPVAR, inclusive en frotis cervicovaginales tefiidos
previamente con Papanicolaou, utilizando secuencias
para tipos especificos, procedentes de pacientes con
LIEBG y de AG para determinar la posibilidad de pro-
gresion a una lesion de grado mayor (11,12).

En este estudio se examinaron los resultados de la
inmunotincion para detectar la proteina L1 en citologias
cervicales con anomalias y en biopsias con carcinoma epi-
dermoide. Llamo poderosamente la atencion el hecho de
que todas las muestras histologicas fueron negativas, sin
importar el grado de diferenciacion tumoral, no mostran-
do tincion nuclear como se esperaba al menos en las areas
de coilocitosis, ya que en las de neoplasia invasiva, era casi
segura la pérdida de la expresion de la proteina L1 debido
a la integracion del virus al genoma celular; como ocurre
en la transformacion maligna e inclusive las LIEAG, tam-
bién pueden resultar negativa a la tincion de L1, debido a
las alteraciones que se van sucediendo entre la interaccién
virus-células segiin Melsheimer y cols, 2003, quienes uti-
lizando PCR para tipificacion viral e inmunohistoquimica
para la LIHPV, vieron la prevalencia de LIHPVAR (anti-
cuerpo T16) en 74 pacientes con citologia e histologia
compatibles con LIEBG (44%) y LIEAG (33%), siendo
significativamente reducida dicha expresion.

Las muestras citologicas de este estudio se clasifica-
ron previa inmunotinciéon de acuerdo al estado de ade-
cuacion de la muestra para estudio citologico siguiendo

los criterios del sistema Bethesda 2001; la visualizacion
y conservacion de las caracteristicas nucleares son claves
y necesarias para la correcta evaluacion del componente
celular (24). La presencia de elementos inflamatorios
podrian impedir dicha evaluacion y conducir a resultados
de falsos negativos (25). El 64% de las citologias cervi-
cales de este estudio fueron satisfactorias, y 4 de ellas
(36%) con interpretacion citoldgica de células escamo-
sas atipicas contenian inflamacién moderada o intensa
como factor de obscurecimiento. Las tres muestras posi-
tivas para la proteina LIHPVAR cumplian con los crite-
rios de adecuacion.

De las 11 citologias cervicales seleccionadas para
este estudio, 3 (27%) mostraron positividad para la prue-
ba de la L1 de HPVAR, de las cuales 2 eran LIEBG
(67%) y 1 de LIEAG (33%), las células fueron coiloci-
tos, signo patognomonico de esta infeccion. Kurman et al
en 1983 asi como Toki y cols, 1985, encontraron en los
tejidos cervicales displasicos la presencia del antigeno
viral en el 48% y 18% de las displasias cervicales, res-
pectivamente. Nuestros resultados arrojan un dato por-
centual ubicado en este rango, independiente de los tipos
de muestras utilizadas entre los estudios. Al igual que en
nuestro estudio, estos autores no apreciaron deteccion de
secuencias virales de L1 en las areas de carcinoma in situ
e invasivo indicando ademas, que las proteinas estructu-
rales del HPV se detectan en epitelios displasicos con
cierto grado de diferenciacion escamosa.

La reducida deteccion de la proteina L1 de HPVAR
en nuestro estudio pudo tener diversos origenes; con res-
pecto al kit de trabajo utilizado, este no incluye otros
tipos de HPV considerados actualmente de alto riesgo
oncogénico (2). También es posible que los HPVs fueran
de bajo o intermedio riesgo oncogénico y que tampoco
son incluidos en el kit. Esto tltimo también permite pen-
sar en la posibilidad de otras vias de carcinogénesis en
nuestro medio geografico.
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Es posible que la antigiiedad de nuestras muestras de
tejido afectara el resultado debido a una desnaturaliza-
cion del epitope buscado, impidiendo la adecuada recu-
peracion antigénica, y aunado a esto cabe la posibilidad
que la concentracion del anticuerpo dirigido contra la
proteina L1 fuera baja.

Finalmente, tenemos el hecho de que en los ultimos
afios se han reconocido una serie de variantes de HPVs
(Europea, Asiatica, Africanal, Africana 2 y Africana-
Americana), tanto en carcinomas como en lineas celula-
res, indicando una diversidad de secuencias dentro de los
papilomavirus, especificamente el tipo HPV16, con pro-
piedades bioldgicas y bioquimicas que afectan la patoge-
nicidad de estos virus (18,26,27).

En conclusion, se detectdo la proteina L1 de los
HPVAR oncogénico mediante la utilizaciéon de Viroac-
tiv® HPV High Risk Kit Wiesbaden, Dinamarca, en un
porcentaje reducido de la muestra estudiada, que corres-
pondi6 al 27% del total de las citologias cervicales con
anormalidades en células epiteliales: lesion intraepitelial
escamosa de bajo grado (67%) y de alto grado (33%).
Las muestras positivas para la proteina L1 cumplian con
los criterios de adecuacion segun el sistema Bethesda
2001; las muestras con células escamosas atipicas fueron
negativas al igual que todos los 50 casos de biopsias de
cuello uterino con diagnoéstico de carcinoma epidermoi-
de incluidas en este estudio. Estos resultados sugieren
que la deteccion de la proteina L1 HPVAR se va redu-
ciendo a medida que las lesiones cervicales se hacen mas
severas, debido quizas a la integracion viral. La proteina
L1HPVAR se detecta en las LIEBG, lesiones que ain
conservan la propiedad de diferenciacion epitelial.
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