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Abreviaturas.

ADN: Acido desoxirribonucléico.

ARN: Acido ribonucléico.

ASC-US: Células escamosas atipicas de significado incierto.

CACU: Céncer cérvicouterino.

COLS: Colaboradores.

DOC: Diagnostico oportuno de cancer.

E: Genes de expresion temprana.

EUA: Estados Unidos de América.

FDA: Food and Drug Administration

G1: (del ingles growth) Primera fase del ciclo de la division celular en la que ocurre
crecimiento y sintesis de proteinas y arn

HC1: Captura de hibridos primera generacion.

HC2: Captura de hibridos segunda generacion.

L: Genes de expresion tardia.

LIEAG: Lesion intraepitelial escamosa de alto grado.

LIEBG: Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado.

ORF’S: Zonas abiertas de lectura.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

Rb: Retinoblastoma.

RLUs: Unidades relativas de luz.



S: (del ingles synthex) Segunda fase del ciclo de la division celular en la que ocurre la
replicacion del adn.

SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

SV40: Virus simiano 40.

UANL: Universidad Autébnoma de Nuevo Leon.

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana

VPH: Virus del papiloma humano.



CAPITULO 1

RESUMEN.

El virus del papiloma humano (VPH) pertenece al grupo de virus con tropismo por los
epitelios, infecta predominantemente la piel y las membranas mucosas produciendo
proliferaciones epiteliales benignas o papilomas, que bajo ciertas circunstancias pueden
experimentar transformacion maligna.

El virus del papiloma humano (VPH) es considerado el agente causal més importante
del carcinoma del cérvix uterino y el conocimiento de su biologia es fundamental para

el entendimiento de la carcinogénesis cervical.

Existen evidencias epidemiologicas y moleculares de la estrecha relacion del VPH en el

desarrollo del carcinoma cervical y sus precursores.

La infeccion por el virus del papiloma humano, es un importante problema de salud
publica en nuestro pais, para el cual se ha identificado a la poblacion con claros factores
de riesgo hacia quienes se dirigen todos los esfuerzos de prevencion y diagnostico
temprano. Sin embargo, existe una gran cantidad de mujeres, la mayoria de ellas amas
de casa, que al no reconocerse en riesgo se desconoce su vulnerabilidad a la infeccion y

quedan desprotegidas de los programas preventivos.



Se investigaron la frecuencia de esta infeccion asi como los tipos oncogénicos en esta
poblacion de pacientes la cual por su condicidon de riesgo no aparente no son foco de

atencion de programas de salud publica.



CAPITULO 11

INTRODUCCION.

2.1 GENERALIDADES.-

El céncer cérvico-uterino (CACU) es una de las principales neoplasias malignas que
afecta a las mujeres en el mundo y en nuestro pais es la causa mas frecuente de
mortalidad por cancer en la mujer.! Desde hace varias décadas se ha reconocido su
asociacion epidemiologica con el inicio temprano de la actividad sexual y especialmente
con multiples parejas sexuales, lo que ya sugeria una etiologia transmisible, hasta que
mas recientemente se ha demostrado su relacion con la presencia del virus del papiloma
humano (VPH) en el tejido neoplasico.

Desde 1977, zur Hausen sugirid que podia existir asociacion entre VPH y cancer
cervical.” En la misma década de los 70’s se describieron los modelos de carcinogénesis
inducida por virus en humanos, en pacientes con carcinomas €scamosos cutdneos
originados en epidermodisplasia verruciforme, enfermedad causada por un tipo de

VPH.>*



Las verrugas o papilomas cutdneos han sido reconocidos desde la antigliedad y se
presentan en practicamente todas las especies de vertebrados; ya desde la primera
década de 1900 Cliuffo establecio la etiologia viral de las verrugas humanas inoculando
extractos libres de células de condiloma, demostrando en forma experimental la
transmision de hombre a hombre.’

En 1933, Shope aislé el primer papilomavirus en los conejos cola de algodon® y
posteriormente en estos mismos animales se provocaron carcinomas €scamosos
aplicando alquitran de hulla como promotor tumoral de los papilomas " *°

En 1956, Koss y Durfee acufiaron el término atipia coilocitica para describir los
cambios de las células escamosas anormales caracterizadas por grandes vacuolas
perinucleares (coilocitos) que se encontraban en extendidos de pacientes con displasia y
carcinoma invasor.'” En 1976 Meisels y Fortin'' y en 1977 Purola y Savia'? propusieron
que las células del condiloma acuminado que por ultraestructura contenian particulas
virales compatibles con VPH eran idénticas a los coilocitos descritos por Koss y Durfee.
Finalmente, con el advenimiento de la biologia molecular fue posible la caracterizacion
molecular de este virus.'>'*!°

El virus del papiloma humano es miembro de la familia Papilomaviridae, a la que
también pertenecen el poliomavirus y el virus simiano 40 (SV40).

Los papilomavirus se caracterizan por ser pequeiios virus no envueltos que miden 45—

55 nm de diametro, con una capside protéica icosaédrica.

Su genoma de 4cido desoxirribonucléico (ADN) circular de doble cadena de
aproximadamente 8,000 pares de bases de longitud, contiene 9-10 regiones
codificantes, denominadas zonas abiertas de lectura (ORF’s por sus siglas en inglés).
Dichos ORF’s son secuencias de nucleotidos que codifican proteinas no estructurales

(enzimas) involucradas en la regulacion de las funciones virales, asi como proteinas
4



estructurales involucradas en la produccion de las diferentes particulas del virus.
Aquellas que codifican proteinas no estructurales son conocidas como genes de
expresion temprana o E (“early”) y las que codifican proteinas estructurales se
denominan genes de expresion tardia o L (“late”) de acuerdo con el momento en que
son expresados dentro del ciclo de replicacion viral. En el VPH, siete u ocho de las
regiones ORF’s codifican para genes tempranos y unicamente dos para genes tardios;
contiene ademds una region no codificante, conocida como region larga de control o
region reguladora principal, cuyas secuencias se encargan de la regulacion de la
expresion de todos sus genes, tanto de las regiones temprana como tardia'®.

Se ha identificado la expresion de mas de 20 secuencias de ARN mensajero, la mayoria
en una forma especifica a tipo celular y diferenciacion. Los productos de los genes E6
y E7 han sido los mas estudiados y a causa de su interaccion con los genes supresores
p53 y Rb y su papel en la transformacion celular, se denominan oncogenes o genes
transformantes, mientras que los genes denominados L1 y L2 codifican para diferentes

proteinas de la capside.'”'®



Tabla 1. ZONAS ABIERTAS DE LECTURA DEL VPH

Funciones principales de cada uno de los genes.

El Modulador de la replicacion de ADN

E2 Regulacion de la transcripcion viral

E3 Desconocida

E4 Disrupcion de la citoqueratina en células escamosas

E5 Ligada a transformacion celular y receptores de factores de crecimiento

E6 Proliferacion y transformacion celular, ligada a p53

E7 Proliferacion y transformacion celular, activacion de la transcripeion, ligada a
gen Rb

L1 Mantenimiento de la proteina mayor de la capside

L2 Mantenimiento de la proteina menor de la capside

Infecciones por VPH.

El primer paso en una infeccion con el VPH es la adhesion de viriones intactos a células

basales de un epitelio escamoso a partir de lo cual pueden ocurrir dos tipos de

infecciones: productivas o latentes.

En las infecciones activas o productivas, la replicacion viral se lleva a cabo

principalmente en células escamosas ya diferenciadas, esto es, en las capas intermedia y

superficial del epitelio escamoso, en donde ocurre una intensa actividad de replicacion

del ADN viral, con produccion de proteinas de la capside y ensamblaje de nuevos

viriones, los cuales producen cambios celulares caracteristicos sobre las células



infectadas que, en un estudio citologico, los efectos citopaticos incluyen acantosis,
vacuolizacién citoplasmica prominente, atipia nuclear y binucleacion.

En la infeccion de tipo latente, el ADN viral infecta predominantemente las células
inmaduras (células basales o células metaplasicas) del epitelio escamoso,
permaneciendo en la superficie sin replicarse, con el genoma en su forma circular libre
(forma episomal) y no hay cambios morfologicos identificables en la citologia, por lo
que la deteccion viral en este tipo de infecciones solo puede hacerse por métodos

moleculares.

2.2 Clasificacion clinicopatologica del VPH.

En la actualidad, han sido descritos mas de 100 tipos de VPH cuyas manifestaciones
clinicas incluyen un amplio espectro de lesiones proliferativas en la piel y las mucosas
oral, laringea y de la region anogenital. Al menos 20 de los anteriores muestran
tropismo por el tracto anogenital.'®

De acuerdo al tropismo tisular y las diferentes manifestaciones clinicas del VPH, se han
constituido tres grupos clinico-patologicos: cutianeo, mucoso y el grupo de la
epidermodisplasia verruciforme, como se describen en la Tabla 2.'> 182

De gran interés es el grupo con afinidad hacia las mucosas, cuyo riesgo de progresion a
cancer constituye dos grupos: un grupo de riesgo bajo o no oncogénico que incluye los
tipos virales 6, 11, 42, 43 y 44 cuyas principales manifestaciones clinicas son los
condilomas acuminados cutaneos y lesion intraepitelial escamosa de bajo grado
(LIEBG) .2' En contraste, los virus de riesgo alto u oncogénicos, que incluyen los tipos
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 67 y 68, se asocian a todo el espectro de

lesiones intraepiteliales e invasoras, de origen escamoso, glandular y neuroenddcrino.*

Los tipos 6 y 11, del grupo de bajo riesgo y los tipos oncogénicos 16 y 18, representan
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dos terceras partes de todos los tipos de VPH asociados a neoplasias anogenitales. De
hecho, se han reaislado, secuenciado y comparado genomas de diferentes
papilomavirus; es de gran importancia mencionar que en base a estudios
epidemiologicos se ha demostrado la presencia de una variante asidticoamericana de
VPHI16, que es de peor pronostico y agresividad, mientras que la variante europea se
halla mas frecuentemente en lesiones malignas de cabeza y cuello. El estudio de Ortiz
Lopez y cols. se basa en la anterior premisa, por lo que se realizara diseccidon molecular
de VPHs de alto riesgo, ademas de una caracterizacion de la especificidad y potencia de
sus variantes (datos no publicados PROTOCOLO). El tipo 16 y el resto de los tipos
relacionados estan mas bien asociados a lesiones del epitelio escamoso, mientras que el
tipo 18 y el resto de su grupo de alto riesgo son mas frecuentemente relacionados a las

- 18,23
neoplasias glandulares. ™



Tabla 2. ENFERMEDADES CAUSADAS POR VPH.

Grupo Tipos virales Lesion producida

clinico-patolégico

1,4 Verrugas plantares
2, 26, 28, 29, 38, 49, 57, 60, Verrugas vulgares
Grupo cutaneo 63. 65
3,10, 27 Verruga plana
7 Condiloma de Butcher
Grupo de la S5y8*
epidermodisplasia 9, 12, 14, 15, 17, 19-25, 36, Lesiones maculares
verruciforme 37, 46-50
13, 32 Hiperplasia epitelial focal
6,11, LIEBG, Condiloma acuminado,

Papilomas laringeo y conjuntival

42-44, 53-55, 62, 66 Principalmente LIEBG

16, 31, 33, 35, 52, 58, 67 LIEBG, LIEAG, carcinoma

Grupo mucosotropico _
escamoso invasor

18, 39, 45, 59, 68 LIEBG, LIEAG, carcinomas
Escamoso, glandular y

neuroenddcrino

* Tipos virales asociados a epidermodisplasia verruciforme con progresion a carcinoma.
LIEBG — Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado.

LIEAG — Lesion intraepitelial escamosa de alto grado.



2.3 Planteamiento del problema.

La prevalencia de la infeccion por VPH es muy variable en diferentes poblaciones, pues
el resultado depende de muchas variables que incluyen la sensibilidad de la prueba
utilizada, estilo de vida (factores de riesgo) del grupo estudiado, la presencia o ausencia

de manifestaciones clinicas y otros cofactores.

Existen evidencias epidemioldgicas y moleculares de la estrecha relacion del VPH en el
desarrollo del carcinoma cervical y sus precursores. Mas del 90% de los carcinomas
cervicouterinos contienen ADN de alglin tipo de VPH, siendo el tipo 16 el de mayor
prevalencia en estas lesiones, encontrandose en aproximadamente la mitad de los casos,
seguido por el tipo 18 con un 12%.24%

Se estima que aproximadamente el 1% de la poblacion padece de verrugas genitales y
que el 4% de todas las mujeres tienen lesiones intraepiteliales en el cérvix, en mujeres

25-28

jovenes esta cifra es aln mayor. Se ha calculado en forma conservadora la

18,31

prevalencia del VPH en la poblacion general de los EUA en 15 a 20%, esta cifra

aumenta sorprendentemente en cohortes de mujeres jovenes estudiadas con reaccidon en

32, 33
’ En un

cadena de la polimerasa (PCR) con valores que alcanzan hasta el 46%.
estudio realizado en jovenes mexicanos con dos o mdas parejas sexuales, Sdnchez-
Aleman y colaboradores reportaron una prevalencia de VPH del 14.4%.>* El curso de la
infeccion depende principalmente del tipo de VPH, asi como de la edad de adquisicion
y del estado inmune de la paciente. Las mujeres menores de 35 afios son mas
susceptibles de adquirir infecciones genitales con virus no oncogénicos que en la
mayoria de los casos desaparecen; en cambio, en las mujeres mayores de 35 afios es
mas comun la persistencia de la lesion con cambios clinicos y morfoldgicos y con

mayor riesgo de progresion neoplésica.* 2*3%

10



Ortiz Lopez y cols. realizaron un estudio en Monterrey, Nuevo Ledn, México en el cual
se encontrd que de un total de 3,419 muestras de frotis cervicales, 3,082 (90 %) eran
positivos para cadenas de B-globina, de éstos, se detectdé genoma de VPH por PCR en
599 muestras (19 %). (Datos no publicados)

El modelo de carcinogénesis inducida por el virus del papiloma humano, se ha podido

establecer con base en evidencias epidemioldgicas y moleculares.

Los productos génicos del VPH controlan estrechamente la red de oncogenes y
antioncogenes celulares que regulan la proliferacién celular y la sintesis de ADN.'®

El virus infecta tanto las células basales como las parabasales o las células de reserva,
las cuales tienen la capacidad de dividirse y diferenciarse a epitelio escamoso, glandular
o neuroendocrino; en el caso de las células con diferenciacion escamosa la maduracion
ocurre a través del engrosamiento del epitelio, con cambios moleculares previos a las
alteraciones morfoldgicas. Si estas células son infectadas por el VPH pueden ocurrir
diferentes secuencias de eventos.

El evento méas comun cuando las células basales morfologicamente normales son
infectadas por el VPH, es que inhiban la expresion de los genes virales permitiendo la
diferenciacion celular a expensas de la pérdida de su capacidad de dividirse. Esta
expresion se le denomina “productiva” y afecta las células que inician su diferenciacion
escamosa, en quienes las regiones tempranas del virus permiten la expresion de todos
los genes virales con produccion de viriones completos (episomal) justo debajo de la
superficie. Morfoldgicamente esta lesion puede ser identificada como una lesion de
bajo grado con células que muestran atipa coilocitica, las cuales usualmente regresan o
se mantienen igual por largo tiempo. En las lesiones de bajo grado y en la mayoria de

.34-40.

las de alto grado el VPH es episomal y el gen E2 se encuentra intacto Por otra

11



parte, lesiones de alto grado se encuentran asociadas a la infeccion por tipos de VPH de
riesgo alto, aunque no exclusivamente.

Por otro lado, los responsables de la pérdida del control de la proliferacion celular son
los genes virales transformantes E6/E7. En estudios realizados in vitro sobre cultivo de
tejidos se ha demostrado que los genes transformantes E6/E7 son complementarios y
cuando solo uno se expresa, su poder transformante es muy débil, estos genes se
expresan con mayor frecuencia en los tipos virales de riesgo alto como 16 y 18 y su
expresion no se observa en los de riesgo bajo como 6y 11.414

Si se toma en cuenta la baja frecuencia de las lesiones de alto grado en comparacion con
las de bajo grado, se podria concluir que s6lo en la minoria de los casos el efecto que
producen los genes E6/E7 es eficiente para producir un fenotipo permanente o
transformado.’

La sobrexpresion de los genes transformantes puede ser consecuencia de la pérdida del
gen viral E2, cuya funcion es la produccion de proteinas reguladoras de la transcripcion
de las regiones tempranas del virus, que a su vez reprimen la transcripcion de E6/E7; en
las lesiones de bajo grado y en la mayor parte de las de alto grado el VPH se encuentra
en su forma episomal y el E2 estd intacto. Sin embargo, en mas del 90% de los
carcinomas el VPH estd integrado en el ADN de la célula huésped, la integracion
interrumpe los sitios de lectura de E2/E1 pero deja intactos a E6/E7, liberandolos de la
regulacion y permitiendo su expresion. Cuando la expresion de estos genes ocurre en la
poblacion de células que atn pueden dividirse, da como consecuencia el inicio de la
proliferacion celular a través del epitelio, que se traduce en una maduracién escamosa

desorganizada, con sobrecrecimiento de células basales. Estos cambios son

interpretados morfoldégicamente como una lesion epitelial de alto grado.
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Couturier y colaboradores han encontrado secuencias integradas de VPH cerca de los
oncogenes c-myc, n-myc y c-Ha-ras del genoma humano, ** la interrupcién de la
secuencia reguladora de estos oncogenes podria liberar la expresion de las proteinas
E6/E7.

Por otra parte, la oncoproteina E6 del VPH 16 se une a la p53 y esta unién produce la
degradacion de la p53, proteina que es un importante represor o controlador del

crecimiento y diferenciacion celular en parte por estimulacion de p21 y pl6, !

y la
proteina E7 parece impedir la regulacion del crecimiento celular mediante una uniéon
competitiva con la ciclina Al, la p107 y al gen del retinoblastoma, quienes regulan la
progresion de las células desde la fase G; a la fase S,* esto causa una importante
pérdida del control de la proliferacion celular dando como resultado una proliferacion
no controlada. En carcinomas que no contienen VPH se han encontrado mutaciones de

punto en la p53 y en el gen del retinoblastoma.

Cofactores:

La secuencia de eventos anteriormente descritos son insuficientes para explicar los
pocos casos en los no se encuentra integrado el virus VPH, es probable que se
encuentran interactuando con una serie de cofactores o promotores tumorales como el
tabaquismo, otros virus, mutaciones genéticas al azar, etc., estos cofactores actian como
inductores de inestabilidad cromosomica con desarrollo de aneuploidia en el sitio
especifico en el que el VPH se integra al genoma, con pérdida de los signos que regulan
la expresion de E6/E7. Por otra parte las células basales derivadas de la sobre expresion
de E6/E7 tienen mayor predisposicion a la adquisicion de errores genéticos adicionales

como mutaciones de punto, seleccion clonal, entre otros. Es posible que los mutagenos

13



externos y/o la predisposicion genética del huésped promueven el desarrollo de un
fenotipo completamente maligno.'®

El modelo de carcinogénesis que explica el carcinoma de cérvix es un proceso
multifactorial, donde otro importante factor es el sistema inmune del huésped, de tal
manera que una supresion inmunoldgica provee el campo propicio para el desarrollo de
neoplasias, lo cual es debido a que predispone a la infeccién con virus oncogénicos y
permite que la proliferacion neoplasica escape a los mecanismos reguladores del
huésped. Esto queda demostrado por la evidencia epidemioldgica de que la infeccion
por VPH es més frecuente en individuos inmunosuprimidos y que los condilomas que
desarrollan tienden a ser mas grandes, multicéntricos y refractarios a tratamiento;”> por
otra parte, ciertos agentes terapéuticos como la aziatropina, los corticoesteroides y los
agentes alquilantes potencian ain mas el compromiso del sistema inmune. Al respecto
se ha visto que las pacientes con trasplante renal tienen un incremento en el riesgo
relativo para desarrollar cancer de cérvix (5.4 veces mas que la poblacion general).
Estudios publicados en pacientes con SIDA han demostrado un aumento en la
frecuencia de lesiones intraepiteliales. Sun y colaboradores, en un estudio realizado en
Nueva York, encontraron que el 56% de las pacientes seropositivas para VIH tenian
infeccion por VPH, contra el 31% de las seronegativas, con una prevalencia acumulada
del 83% y 62% respectivamente, por otra parte la persistencia de las lesiones
intraepiteliales fue de 24% en el primer grupo y del 4% en el segundo. El tipo de VPH
asociado con mayor frecuencia fue el 16. Se puede concluir por lo tanto que, en las
mujeres positivas para VIH la prevalencia de infeccion por VPH de alto riesgo, asi

como la persistencia de la lesién, es mayor que en la poblacion general.”
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Por otra parte, Delmas y colaboradores demostraron que la prevalencia y la incidencia
de lesiones intraepiteliales en las pacientes con VIH es dos veces mayor en las
pacientes que tenian cuentas de linfocitos CD4+ menores a 200x 10° y que ademas no
respondian al tratamiento cuando no habian sido tratadas previamente con
antiretrovirales.”*°
Uno de los mayores impactos de las evidencias antes mencionadas sobre el
comportamiento biologico de las lesiones intraepiteliales, fue la terminologia
implementada desde 1988 por el Sistema Bethesda, separando en dos grandes grupos a
las lesiones intraepiteliales del cérvix uterino: lesiones de bajo grado y de alto grado,
segun su riesgo para el desarrollo de carcinoma invasor del cérvix; de esto se deduce
que desde el punto de vista morfologico so6lo tiene importancia identificar las lesiones
mediante los criterios establecidos, como bajo grado (displasia leve y condiloma), y alto
grado (displasia moderada, severa y carcinoma in situ) y que no existe evidencia
justificada para intentar clasificar las lesiones en todo el espectro de las displasias.’’
Por otra parte es importante interrelacionar cambios morfologicos que ocurren en el
epitelio y que observamos con microscopia convencional, con los cambios moleculares
que han sufrido las células infectadas, ejemplo de esto son:
- Crecimiento nuclear e hipercromasia como resultado directo de la sintesis del
ADN del huésped, mediada por la activacion de los genes virales E6/E7.
- Aumento en la relacion nucleo-citoplasma a causa de una sintesis anormal del
ADN del huésped mediada por E6/E7.
- Halos perinucleares producidos por una forma anormal de citoqueratina regulada
por la expresion del gen E4 del VPH.
El proceso de la integracion y expresion de los oncogenes virales puede darse también

en forma incompleta, entonces las células provenientes de la superficie tendrian un
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crecimiento nuclear menos importante (;ASC-US?), por el contrario, si el proceso se
desarrolla en forma completa las células del epitelio escamoso son identificadas
morfologicamente como lesion de bajo grado.'”® A pesar de que los citopatologos
diferencian morfologicamente la lesion por VPH de la displasia leve, esta diferencia
solo representa una variacion temporal dentro del ciclo de vida de las lesiones de bajo
grado.

El modelo de neoplasia cervical escamosa no explica del todo la secuencia de eventos
de las neoplasias glandulares y neuroendocrinas, ya que las células de reserva
destinadas a una diferenciaciéon glandular pierden el ambiente apropiado para la
diferenciacion escamosa y no pueden producir viriones y el ciclo de vida del virus
requiere de dicha diferenciacion; la infeccion viral en células destinadas a la
diferenciacion glandular debe sufrir un proceso abortivo o ser latente en células
endocervicales morfoldgicamente normales, ya que estas células no son permisivas, esto
podria explicar en parte que las lesiones glandulares sean menos frecuentes que las
escamosas. El VPH 18 parece tener mas éxito en inducir cambios glandulares qué otros
tipos, probablemente porque el VPH 18 tiene mayor facilidad para integrarse en el
genoma humano y también porque parece tener mayor predisposicion a integrarse a
células que van a diferenciarse hacia otro tipo de epitelio.56'59

Lutz y colaboradores reportaron que pl6, que normalmente es un supresor tumoral
asociado a la quinasa dependiente de ciclina (CDK por sus siglas en inglés), se
encuentra aumentada en las lesiones glandulares y escamosas malignas o premalignas y
no en las lesiones glandulares benignas, por una relacion con la produccion de las
oncoproteinas virales E6/E7 del VPH 16, de tal manera que la p16 pudiera ser utilizada

como un marcador con inmunohistoquimica, para diferenciar lesiones glandulares
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malignas de lesiones glandulares que semejan esta lesion como la metaplasia tubarica,

la hiperplasia microglandular y la endometriosis.®

Diagnostico de la infeccion por VPH por medio de la tecnologia del ADN.

Las caracteristicas histologicas sugestivas de infeccion por VPH son un predictor
extremadamente pobre de la deteccion de la enfermedad.

La prueba para el diagnostico de VPH de alto riesgo se ha propuesto como un método
de estratificacion de mujeres con anormalidades leves a limitrofes hallados en los frotis

61,62

de Papanicolaou en programas de tamizaje convencionales y como suplemento o

posible reemplazo de la citologia como prueba primaria de tamizaje. 63,64

Los miembros de la familia VPH no se pueden cultivar in vitro; por lo tanto la deteccion
de VPH depende estrictamente de analisis moleculares de la secuencia de ADN del
virus.”

Existen varias técnicas moleculares suficientemente sensibles y confiables para la
deteccion del VPH: la hibridacion in situ, implica el empleo de sondas para detectar
secuencias especificas de ADN. °° Las muestras histologicas y la visualizacion de los

nucleos tefiidos que contienen VPH, bajo visién microscopica son desafortunadamente

. : . . 67
inexactos y han sido superados por métodos bioldgicos moleculares.

Metodologia de las pruebas de deteccion de VPH

Hay esencialmente 3 tipos de métodos de hibridacién de 4cidos nucléicos usados para
detectar el VPH, siendo estos la sonda de acidos nucléicos directa, métodos de

amplificacion blanco y la amplificacion de la hibridacion de la sefial.
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Métodos de sonda directa. La técnica estandar es la “Southern Blot”, usada en los
primeros estudios del VPH, detecta hasta 5,000 copias por muestra y fue considerado
como método estandar de referencia.®® Sin embargo, su aplicacién de manera extensa es
limitada debido a que es un método que consume tiempo, puede ser técnicamente dificil
y frecuentemente dependiente del uso de sondas radiomarcadas con *°P, ademas de la
subjetividad de la interpretacion autoradiografica.®’

Amplificacion blanco. El método mas cominmente utilizado es la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), creado en 1985 por Cetus Corporation® ® basado en una
técnica de amplificacion de regiones especificas de ADN in vitro, lo cual incrementa su
sensibilidad. La PCR puede tedricamente producir un millén de copias a partir de una
molécula de ADN de doble cadena después de 30 ciclos de amplificacion.”’ Los
inconvenientes de este tipo de métodos son: el uso de secuencias de VPH patentadas, lo
que limita su empleo debido a restricciones legales del propietario de la marca; también
el PCR estd sujeto a contaminacion ambiental debido a que material previamente
amplificado puede potencialmente contaminar especimenes negativos y causar la

obtencion de resultados falsos positivos.®

Amplificacion de sefial. Alrededor de 1990, Digene Corporation desarrolld una

patente para la deteccion de é4cidos nucléicos por la tecnologia de la Captura de

Hibridos®™® para diferentes agentes entre los que se incluye el VPH.

Tecnologia de la captura de hibridos®.

El primer estuche para detectar VPH por medio de amplificacion de sefial, basado en la

captura de hibridos sali6 al mercado en 1995.” La técnica de la captura de hibridos
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(HCI1® por sus siglas en inglés) era una técnica relativamente rapida, un procedimiento

de tipo inmunoensayo, disefiada para detectar al menos 16 tipos de VPH", divididos en
tipos de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, y 56) y de bajo riesgo (6, 11, 42,
43, 44 y 53). Inicialmente se empled para aumentar la sensibilidad de las pruebas
basadas en el frotis convencional de Papanicolaou y para proveer un valor predictivo
negativo significativo para evaluar la displasia cervical.”* En marzo de 2000, la FDA

(Food and Drug Administration)’ aprob6 la segunda generacion de este método. La

captura de hibridos de segunda generacion (HC2®) es una prueba estandarizada que se

emplea de manera muy extensa en estudios de investigacion y ha sido de uso clinico de

rutina por cerca de 3 afios. La Captura de Hibridos® es una técnica no radiactiva,

quimioluminiscente que se puede realizar en la mayoria de los laboratorios clinicos con
experiencia en pruebas de alta complejidad.”® La HC2® puede diferenciar entre los dos
grupos de ADN del VPH: VPH de bajo riesgo carcinogénico (6,11, 42, 43 y 44) y el

grupo de subtipos de VPH de alto riesgo carcinogénicos (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,

52, 56, 58, 59 y 68)°> ™ a un nivel de 1 pg/ml cada uno, que corresponde a 5,900

genomas de VPH cada prueba.”® La prueba del VPH por HC2® en mujeres con

diagnostico citologico de ASC-US VPH han tenido en promedio una sensibilidad de

90% y una especificidad de 70%.
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2.4 Justificacion.

La infeccion por el virus del papiloma humano, causa del carcinoma cérvicouterino, es
un importante problema de salud publica en nuestro pais, para el cual se ha identificado
a la poblacion con claros factores de riesgo hacia quienes se dirigen todos los esfuerzos
de prevencion y diagndstico temprano del sector salud. Sin embargo, existe una gran
cantidad de mujeres, la mayoria de ellas amas de casa, que al no reconocerse en riesgo
se desconocia su vulnerabilidad a la infeccidon y quedan desprotegidos de los programas

preventivos.

A partir de esta premisa, es de interés estudiar un grupo de poblaciéon en el que
aparentemente no existe riesgo de contraer la infeccion pero que en realidad se
desconocia la verdadera prevalencia de la infeccidn y por ende la magnitud del

problema.
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CAPITULO III

HIPOTESIS

3.1 Hipotesis de investigacion
La prevalencia de infecciéon por VPH en poblacion femenina sin aparentes factores de

riesgo se encuentra por debajo de 15 %.

(Esto en base a los estudios epidemioldgicos realizados por Sanchez Aleman y cols, y

Ortiz Lopez y cols.)
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CAPITULO IV

OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar la frecuencia de infeccion por VPH en poblaciéon femenina sin aparentes
factores de riesgo que espontaneamente acude a realizarse la prueba de Papanicolau en

el Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez”.

4.2 Objetivos especificos
Determinar la distribucion de los diferentes tipos oncogénicos de VPH (alto y bajo
riesgo) en un grupo de mujeres sin aparentes factores de riesgo del Hospital

Universitario “Dr. José E. Gonzalez”.

Describir la presencia de los tipos considerados de alto y bajo riesgo.

Correlacionar uno y otro grupo de tipos de VPH con su resultado de la prueba de

Papanicolau.

Identificar conductas o caracteristicas que previamente no hayan sido consideradas

como factores de riesgo y que si lo sean.
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CAPITULO V

PACIENTES Y METODOS

5.1 Diseiio
El presente estudio de investigacion corresponde a un escrutinio; es decir, es

transversal, descriptivo y observacional.

Ademas se compararon algunas variables demograficas entre las mujeres infectadas y

no infectadas.

5.2 Poblacion de estudio

5.2.1 Universo
El universo de estudio fueron pacientes que espontdneamente solicitaron una prueba de
citologia vaginal en el médulo de deteccion oportuna de cancer (D.O.C.), del servicio de

Ginecologia, en el Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez” de la U.A.N.L.

Las pacientes fueron captadas en forma prolectiva en el lapso de un afo, a partir de

enero de 2006.
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5.2.2 Tamaio de la muestra calculado:

En el estudio fueron 282 pacientes (con un error alfa de 5% y una diferencia delta del

3.5%).

Tabla 3. Calculo de tamano de muestra

Estudios de

Prevalencia

2,,22*p*(1-p)/(5%)

alfa p% 5

Prevalencia 15

conocida %

Diferencia Delta % 3.5

p 1 cola 0.050

z 1.645
282

Numero de mujeres incluidas: 343.

El tamafio de muestra se calcul6 a partir de la prevalencia de infeccion por VPH de

14.4%, reportada en un grupo de mujeres jovenes mexicanas.

5.2.3 Caracteristicas de la poblacion del estudio

A) Criterios de inclusion:

Fueron incluidas en el estudio pacientes femeninas mayores de 13 afios.

Que hayan iniciado su vida sexual.

B) Criterios de exclusion:

Pacientes con antecedentes de infeccion por virus del papiloma humano.
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Paciente que se reconozca en riesgo para contraer infeccion por VPH: mas de dos

parejas sexuales, antecedentes de infecciones de transmision sexual, sexoservidoras.

Que no firme la carta de consentimiento

C) Criterios de eliminacion:
Muestra insuficiente.

Que no se cuente con la informacion del cuestionario

5.3 Métodos

5.3.1 Toma de la muestra

El personal de salud adscrito al modulo de D.O.C., del Hospital Universitario “Dr. José
E. Gonzalez” de la U.A.N.L. previamente capacitado, obtuvo las muestras de la zona de
transicion del cérvix uterino con un pequeio cepillo conico y rotdndolo tres veces,
después de lo cual se colocd en un tubo de 5 ml con el medio de transporte de citologia

de base liquida. (Fig. 1).

Fig. 1.- Obtencién y conservacion de la muestra
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5.3.2 Métodos de laboratorio:

Se desarrollaron los siguientes procedimientos (Fig. 2):

1. Extracciéon de acidos nucleicos: Los especimenes clinicos se combinan con una
solucion alcalina, que rompe la célula epitelial para liberar el ADN blanco.

2. Hibridacion de sondas de ARN con el ADN blanco: El ADN blanco se combina con
sondas de ARN especificas, creandose hibridos ARN:ADN.

3. Captura de hibridos: Los multiples hibridos ARN:ADN son capturados en una fase
solida recubierta con anticuerpos especificos para los hibridos ARN:ADN Comercial.

4. Marcaje para su deteccion: Los hibridos ARN:ADN capturados son detectados con
multiples anticuerpos conjugados a fosfatasa alcalina. La sefial resultante puede ser
amplificada por lo menos 3,000 veces.

5. Deteccidn, lectura e interpretacion de resultados: La fosfatasa alcalina fijada es
detectada con un substrato dioxetano quimioluminiscente. Al momento de tal unién el

substrato produce luz, la cual es medida en un lumindémetro en Unidades Relativas de

71,73

Luz (RLUs por sus siglas en inglés).

Desnaturalizacion Hibridacion Captura Amplificacion

Fig. 2.- Tecnologia de captura de hibridos 2.
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5.4 Analisis estadistico:

Se utilizo estadistica descriptiva, frecuencias y porcentajes para describir la prevalencia
de infeccion por VPH y se expresaron los porcentajes de cada uno de los tipos

identificados.

Se correlaciono la presencia de infeccion por tipos oncogénicos con los diferentes
factores de riesgo que pudieron identificarse por medio del cuestionario, utilizando la

prueba de chi cuadrada, con un nivel de significancia estadistica de 0.05
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CAPITULO VI

RESULTADOS

Se estudiaron 361 mujeres, de las cuales se eliminaron 18 (5%) por no haberse obtenido
muestra suficiente. Para el analisis participaron 343 pacientes con una edad mediana de
41 anos y un intervalo de 15 a 97 afios. Refirieron haber iniciado su actividad sexual a
los 19.8 afios (mediana), con un intervalo de 13 hasta 35 afios (Gréfica 1).

En 51 de 343 pacientes, (14.9%) se demostré infeccion por VPH, de cualquier tipo. De
alto riesgo oncogénico fueron 45 pacientes (88%). De bajo riesgo oncogénico se
identificaron 29 casos (57%). Con infecciones mixtas fueron 23 casos (41%). Seis casos
(12%) lo fueron Uinicamente de virus de bajo riesgo.

Griafica 1.- Pacientes estudiados

361
pacientes femeninas

343
pa01entes femeninas

18 (5%)

Muestra insuficiente

51 (14 9%)
infectada por VPH

45 (88%) [ 23 (41%) j 6 (12%)

Alto riesgo oncogénico Infecciones mixtas Bajo riesgo oncogénico
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El 53% de las pacientes infectadas declararon una sola pareja sexual y el 47%, dos
compaiieros sexuales. En este grupo el inicio de la actividad sexual fue a los 19.7 afios,
en promedio.

En cuanto al estado civil de las pacientes infectadas el 65% (33) eran casadas y un
6%(3) en union libre (grupo en el que se asume una pareja estable). Mientras que 9

(17%) eran solteras y 6 (12%) divorciadas (Tabla 3).

Tabla 4.- Caracteristicas de las pacientes.

Caracteristica Pacientes infectadas (51)
Estado Civil 33 (65%) Casadas

9 (17%) Solteras

3 (6%) Union libre

6 (12%) Divorciadas
Inicio de vida sexual 19.7 afios

Numero de parejas sexuales 53% una sola pareja

47% Dos parejas sexuales

En el 82% (42/51) de las pacientes infectadas su exploracion ginecolégica no mostro
alteraciones. En 4 mujeres so6lo se describid leucorrea y en una, cervicitis (10%). En 4
pacientes se observaron erosiones (8%) (Tabla 4).

En el 4% de las pacientes infectadas, la citologia se reportd negativa y en el 66% solo

cambios inflamatorios inespecificos.
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Tabla 5.- Alteraciones macroscopicas en la exploracion ginecolégica.

Alteraciones Macroscopicas

42 (82.35%) No mostr6 alteraciones
4 (7.84% ) Leucorrea

1 (1.96%)Cervicitis

4 (7.84%) Erosiones

51 pacientes infectadas

En 18% el reporte fue células escamosas atipicas de significado incierto (ASC-US). En
6% con lesion intraepitelial de bajo grado (LIEBG). En 6% con lesion intraepitelial de

alto grado (LIEAG).

Tabla 6.- Hallazgos citologicos en pacientes infectadas

Cambios
Citologia inflamatorios
Negativa inespecificos ASC-US LIEBG LIEAG
4.00% 66.00% 18.00% 6.00% 6.00%

En el total de las 343 mujeres evaluadas la citologia reportd6 cambios compatibles con
VPH en 9 de ellas (2.6%). Tres de esos nueve casos con citologia compatible con VPH,
se observaron entre las 292 mujeres con prueba de hibridacion negativa (1%). De 51
mujeres infectadas la citologia no observo anormalidades y en solo 6 citologias se
visualizaron lesiones atribuibles al VPH, lo que equivale a una sensibilidad del 66.7%.

Por el contrario, 45 citologias de pacientes infectadas se reportaron negativas
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(especificidad 86.5%). De 292 mujeres no infectadas la citologia reportdé ASC-US en 27

pacientes (9%).
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CAPITULO VII

DISCUSION

En 14.9 de cada 100 mujeres sin aparentes factores de riesgo se demostrd infeccion por
VPH, prevalencia que es equiparable a la publicada en una poblacién de jovenes
universitarios mexicanas .

El 15% de prevalencia de la infeccion por VPH en nuestra poblacién fue muy inferior a
la publicada por las series americanas, que va de 26.8% en poblacion general de 14 a 59
afios, hasta 44.8% en el grupo de 20 a 24 afios de edad; lo cual se puede explicar por la

diferente cultura al respecto de la sexualidad, entre ambas poblaciones’”.

Tabla 7.- Prevalencia de infeccion por VPH.

Prevalencia
Americana 14-59 afios Americana 20-24 afos Estudio
26.80% 44.80% 15.00%

La mayoria de los casos de infeccion por VPH detectadas por captura de hibridos HC2"
no mostraron alteraciones a la exploracion ginecologica. Solo se reportaron cambios
inflamatorios inespecificos en la citologia. Lo cual se explica porque los cambios
moleculares preceden a los cambios macro y microscopicos.

Los hallazgos citolégicos de LIEBG 6 LIEAG se observaron con mayor frecuencia en el
grupo de solteras o divorciadas (se podria asumir una mayor frecuencia de contactos

ocasionales o menor probabilidad de una pareja fija, en ellas y en sus compaiieros).
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La mayoria de las pacientes con ASC-US en la citologia, iniciaron vida sexual entre 17
y 18 afios de edad promedio y se encontraban casadas al momento del estudio.

La presencia de tipos de VPH de bajo riesgo oncogénico se detectd en mujeres con
inicios mas tempranos de la actividad sexual, con una edad mediana de 17 afios y un
intervalo de 13 a 21, mientras que en las pacientes infectadas con virus altamente
oncogénicos la edad mediana de inicio de su actividad sexual fue de 19.5 afios y un
intervalo de 14 a 34, de acuerdo con lo publicado en la literatura™.

En el total de las 343 mujeres evaluadas la citologia reporté cambios compatibles con
VPH en 9 de ellas (2.6%). Tres de esos nueve casos con citologia compatible con VPH,
se observaron entre las 292 mujeres con prueba de hibridacion negativa (1%). De 51
mujeres infectadas la citologia no observo anormalidades y en solo 6 citologias se
visualizaron lesiones atribuibles al VPH, lo que equivale a una sensibilidad del 66.7%.
Por el contrario, 45 citologias de pacientes infectadas se reportaron negativas
(especificidad 86.5%). De 292 mujeres no infectadas la citologia reportdé ASC-US en 27
pacientes (9%).

De tal manera se concluye que con los métodos tradicionales de diagnostico, no es
posible detectar todas las pacientes infectadas con VPH por lo cual seria deseable

practicar pruebas moleculares para diagndstico de la infeccion.
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CAPITULO VIII

CONCLUSIONES

Como se pudo demostrar en este estudio la exploracion ginecoldgica normal no descarta
la presencia de VPH. Igualmente, una citologia normal o con cambios inflamatorios
inespecificos, tampoco permite concluir la ausencia de VPH. De tal manera que la
deteccion temprana de infeccion por VPH requiere métodos moleculares de diagndstico.
Aquellas mujeres que no se reconocen con factores de alto riesgo para infeccion por
VPH, no estan excluidas de la posibilidad de contraer el virus de papiloma, por lo que
aun en ellas debera realizarse pruebas de escrutinio, preferentemente moleculares.

Estas mujeres por no pertenecer a los grupos de alto riesgo, los sistemas de salud no
enfocan sus esfuerzos de prevencion y diagndstico hacia ellas y sin embargo la
prevalencia de esta enfermedad segiin quedd demostrado en esta investigacion es tan

alta como la de la poblacion general.
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ANEXO A.

CUESTIONARIO: FOLIO..................

Edad:

Estado civil: [ ]Soltera [ ]Casada [ ]Divorciada [ ] Viuda [ ]
libre

A qué edad inici6 a tener relaciones sexuales:

A la fecha ; cuantos compafieros sexuales ha tenido?

¢, Alguna vez le han diagnosticado alguna infeccion sexual? [ 1Si [ ]No
Cual:

Si recuerda el diagnostico sefiale:

[ ] Sifilis [ ] Gonorrea [ ]Herpes [ ] Verrugas

Sabe si su pareja ha tenido alguna infeccion sexual? [ 1Si [ ]No

Cual:

Si recuerda el diagnostico sefiale:

[ ] Sifilis [ ] Gonorrea [ ]Herpes [ ] Verrugas

(, Cuanto tiempo hace que se hizo su tultimo Papanicolau ?

¢, Cual fue el resultado de su tltimo Papanicolau ?

[ ] Normal o negativo [ ]Inflamacién o infeccion [ ] Céancer [ ]

recuerdo
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ANEXO B

CARTA DE CONSENTIMIENTO

Se me ha informado que el cancer del cuello de la matriz es causado muy
frecuentemente por la presencia de un virus llamado VPH.

Se me ha invitado a participar en un estudio de investigacion en el que pretenden
identificar la infeccion por este virus en mujeres sin manifestaciones de enfermedad,
Para dicho estudio se requiere unicamente la toma de una muestra del cuello de mi
matriz obtenida al mismo tiempo que la prueba de Papanicolau.

Ademas se me solicita la contestacion veridica de un pequefo cuestionario sobre mis
habitos a partir de que inicié mi actividad sexual, informacion que me garantizan se

manejard en forma andénima y absolutamente confidencial.

Se me ha asegurado que dicha prueba no implicard ningln riesgo y ningun costo
econdmico para mi.

También me han explicado que si me arrepintiera a colaborar con dicho estudio, no
influird en el resultado de la prueba de Papanicolau, asi como de cualquier otro estudio
o tratamiento que requiera en el futuro en este Hospital Universitario “Dr. José E.

Gonzalez”.

Yo, expreso mi libre consentimiento para

colaborar en este estudio:

Firma:

Testigo: Testigo:

Fecha:

Nombre y firma del investigador:
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