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CAPITULO |

Introduccion:

El virus del papiloma, pertenece a la familia Papillomaviridae, una
familia recientemente reconocida como distinta de los polyomavirus por
el Consejo Internacional para la Taxonomia de los Virus, (ICTV).
Infectan especificamente el epitelio escamoso de mas de 20 especies

diferentes de mamiferos. (1)

La particula viral del papiloma humano tiene una capside de 72
capsémeros (60 hexdmeros y 12 pentdmeros), con un didmetro
aproximado de 55 nm y que contiene al genoma viral. Los capsémeros
estan hechos de dos proteinas estructurales: L1 en mayor proporcion y
L2. EI VPH es relativamente estable y debido a que no tiene una
envoltura, permanece infeccioso en un ambiente himedo por meses. El

resultado usual de la infeccion por VPH es una verruga o papiloma.

Los virus genitales, tanto oncogénicos como no oncogénicos,
pueden causar lesidn intraepitelial de bajo grado(LIBG) en la zona
de transformacion del cuello uterino. La LIBG, también conocida
como NIC 1 (neoplasia intraepitelial cervical, grado 1) bajo otro
sistema de clasificacion, son manifestaciones transitorias de la
infeccién viral productiva. Se caracteriza por presentar mayor actividad
mitotica y contenido de células inmaduras en el tercio inferior del
epitelio. Este se diferencia y madura, mostrando anormalidades menores
de la célula. La zona de transformacion del cuello uterino es la unidén
entre el epitelio columnar del endocervix y el epitelio escamoso del
ectocervix. Es un sitio de continuos cambios metaplasicos, mas activos
en la pubertad y durante el primer embarazo y declinan después de
la menopausia. Una metaplasia escamosa atipica, inducida por algun
virus y que se desarrolle en esta region, puede progresar a una
lesion Intraepitelial de alto grado (LIAR), que también se conoce como
NIC 2 o NIC 3, las verdaderas precursoras del CaCu y que se

caracterizan por presentar mayor actividad mitdtica y contenido de



células inmaduras en los tercios central y superior la lesion. LIAG es
comunmente positivo a los tipos virales oncogénicos que evitan la
maduracién y diferenciacion, produciendo una replicacion continua de
células inmaduras y eventualmente la acumulacién de anormalidades
genéticas que favorecen la malignidad. La LIBG puede establecerse al

inicio, al mismo tiempo o en ausencia de LIAG. (1)

El VPH tiene importancia por ser una de las infecciones mas frecuentes a
nivel mundial, que se presenta en la region ano-genital, en la vagina y en
el cuello uterino. EI comportamiento biolégico de estos virus ha sido
extensamente estudiado, debido a la asociacién de estos con neoplasias

(cancer de vulva, de vagina, de cérvix y del canal anal). (11)

Se han identificado y caracterizado mas de cien diferentes tipos de
virus del papiloma humano, y a estos se les han asignado nameros, de los
cuales los tipos 16 y 18 son los que mas frecuentemente se aislan de
tejidos de cancer del cérvix uterino (CACU), aunque también se han

asociado los tipos 45 y 56. Se les denomina virus de alto riesgo. (11)

La existencia del virus se demostré por primera vez en 1949, con el uso
del microscopio electronico. En 1976 se identificdé el papiloma plano,
que es una lesion que se presenta en el cérvix uterino. En 1979 se
demostrd la heterogenicidad del virus. En 1983 se pudo aislar el genoma
del VPH en tejido de céancer de cérvix, por método de hibridacion del
ADN.

El tratamiento para esta infeccion es complejo, no existe antiviral
especifico y todas las modalidades terapéuticas tienen un alto indice de
recidivas y muy probablemente no se erradica; lo mejor es la prevencion
con el uso del condon, mejores habitos higiénicos y controles citologicos

semestrales o anuales dependiendo de los factores de riesgo. (1)

Este tipo de infecciones se clasifica en: a) Latentes (asintomatica): No
tiene lesidon visibles y son detectadas por técnicas moleculares; b)



Subclinica: se identifican por medio de colposcopia; c¢) Clinica: Se

manifiesta como condiloma acuminado.

En las fases pre-clinicas es imprescindible tener wun buen
conocimiento de la historia natural de la enfermedad que nos ayude a
seguir de cerca su proceso y actuar cuando sea necesario. En conjunto se
considera que un 80-90% de las infecciones cervicales por VPH se
resuelven espontdneamente y entre un 10-20% persisten. Para el
desencadenamiento del proceso neoplasico es imprescindible la presencia
continuada de la infeccion. La resolucion de la infeccion parece ofrecer
un cierto grado de proteccion ante reinfecciones por el mismo tipo de

viral.

Los estudios de Bachatear y Van Der Graaf sugieren que la infeccidn
multiple estd asociada con un mayor riesgo de progresién de la

enfermedad. (1)

Las verrugas genitales, o condilomas, se transmiten por contacto

sexual, el 90% de estas son causadas por los tipos virales 6 y 11. (1)

El reconocimiento de una asociacion etiologica entre el VPH y el
cancer de cérvix introdujo nuevas perspectivas en el campo del
diagnostico, tratamiento y prevencion de la enfermedad, abordando el

aspecto viroldgico.

La prevencion del cancer cervical se basa fundamentalmente en
programas de tamizaje citologico y tratamiento de lesiones; sin embargo
el uso de pruebas moleculares para la deteccion del genoma e VPH y el
desarrollo de vacunas profilacticas y terapéuticas ofrecerd importantes

alternativas de control y prevencién en el futuro.(2)

La contribucion del esclarecimiento de los posibles marcadores de
progresién en pacientes con LIBG constituye una prioridad tanto en el

ambito de la investigacion como de la aplicabilidad clinica.



CAPITULO 11
Epidemiologia

La principal via de transmision es la sexual (contacto directo). EI
cancer cervicouterino es el segundo cancer de la mujer en frecuencia en
todo el mundo después del cancer de mama y es el principal cancer de la
mujer en la mayoria de los paises en vias de desarrollo, donde ocurre el
80% de los casos de CaCU. Se estima que causa alrededor de 500,000
muertes al afio en todo el mundo. Su frecuencia es mayor en paises en

desarrollo. (10).

El 99.8% de los casos de CaCU se deben a tipos especificos de VPH
(alto riesgo). La relacion entre el cancer cervicouterino y esta infeccidn
se demostro desde principios de los afios 80°s por el Dr. Harald zur
Hausen. (1).

En los E.U. se estima que mé&s de 20 millones de mujeres son
portadoras de la enfermedad, con una prevalencia de la infeccion de 60-
70% en mujeres de 15 afios 0 mas (2). La prevalencia e incidencia de
infecciéon por VPH en México es desconocida, debido a que esta
infeccion no es de reporte ante las autoridades sanitarias sin embargo
alrededor del mundo se sabe que en mujeres va de un 2% a un 44%, mas
alta entre mujeres jovenes, decayendo conforme la edad aumenta.(1) Sin
embargo algunos reportes indican que la prevalencia de esta infeccion en
nuestro pais es de alrededor de un 20% de la poblacion abierta de bajo

riesgo, y de un 43% en la poblacién de alto riesgo.(11)

La infeccidn genital por VPH es silente y representa la enfermedad de
transmision sexual mé&s comun a nivel mundial, siendo més frecuencia
en Africa y América Latina; siendo los virus mas frecuentes VPH-
16,18,31,35,39,45,51,52,56 y 58. De estos el mas frecuente en América
Latina es el VPH-16. Numerosos estudios epidemiolégicos mundiales
confirmaron que infeccion genital por VPH es un factor necesario para el

desarrollo del carcinoma cervical. (2)



En las mujeres jovenes la frecuencia de infeccion con el virus de
papiloma humano es muy alta; hasta el 50% de las mujeres adolescentes
y adultas jovenes adquieren la infeccidon en los primeros 4 a 5 afios de
tener una vida sexual activa. De esta mujeres hasta un 25% de las que se
infectan con el VPH desarrollan lesiones intraepiteliales de bajo grado
(LIBG). (10)

La incidencia de infeccion con tipos virales oncogénicos parece ser
mas alta que aquella con tipos virales no oncogénicos. La mayoria de las
lesiones leves o moderadas revierten espontdneamente en individuos
inmunocompetentes. Se sabe que méas del 70% de las adolescentes
sexualmente activas y mujeres jévenes adquieren una infeccién por VPH.
Sin embargo, la mayoria son transitorias y solo cerca del 25%
desarrollan una lesidn intraepitelial de bajo grado (LIBG por las siglas
en inglés bajo el sistema Bethesda de clasificacion de  células
displdsicas cervicales). Después, solo del 20 a 40% de estas LIBG
progresardn a lesiones intraepiteliales de alto grado (LIAG). Esto
significa que aquellas mujeres que en alguna ocasion adquieren un VPH,
solo el 50 10% de ellas desarrollaran una LIAG, mientras que cerca
del 90% de las mujeres infectadas no mostraran evidencia alguna del
tipo viral adquirido después de 12 a 36 meses. Si el virus permanece en
forma latente, una mujer que parece haber tenido una regresion de
su infeccién entre sus visitas de seguimiento estaria aun en riesgo de

desarrollar alguna lesion asociada al VPH.

La reduccién de la incidencia CaCu es uno de los mayores logros en
salud publica de los paises desarrollados, y comienza a ser una realidad
en algunos paises como el nuestro, debido principalmente al incremento
de programa de tamizaje en la poblacién abierta, y en programas de
deteccién temprana, asi como tratamiento para las lesiones precursoras

del cancer (NIC). (11)

La neoplasia intraepitelial del cérvix se detecta generalmente en
mujeres jovenes muchos afios antes de que se diagnostique un cancer

invasor del cérvix, y se considera que para que las lesiones se
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transformen en un carcinoma invasor, se requieren aproximadamente 10-
20 afios. La mayoria de las lesiones de bajo grado tienden a desaparecer
en forma espontanea; algunas persisten y otras progresaran a cancer
invasor. Estudios independientes demostraron que a 60% de los
compafieros sexuales de personas con verrugas genitales las
desarrollaban después de un periodo de incubacién promedio de tres

meses; pero puede variar de tres semanas a ocho meses.

La transmision generalmente es de tipo sexual aunque se sugieren
otros, como autoinoculacion, fémites, iatrogénica durante la misma
exploracion ginecoldgica. Los condilomas acuminados afectan a ambos
sexos, en tanto el condiloma plano rara vez da origen a condiloma
florido en el hombre, en cambio en la mujer en la zona de transformacidn

cervical puede llegar a evolucionar a un carcinoma.

La edad mas frecuente en que se encuentran los condilomas es entre
los 16 y 25 afios, con predominio en mujeres blancas en relacion a las
negras 2:1, y se ha visto relacionado con la promiscuidad sexual, en
hombre no hay diferencia, se desconoce la historia natural y establecer

la forma de transmision es dificil.
Factores de riesgo

La prevalencia de esta enfermedad varia de acuerdo al area
geogréafica, el estatus socioeconomico y las caracteristicas de la
poblacion estudiada. Los factores de riesgo para la neoplasia
intraepitelial del cérvix son los mismos que para la infeccion por el virus

del papiloma humano. (11)

Los factores de riesgo para adquirir esta infeccion por VPH son: inicio
de vida sexual a temprana edad, multiples compafieros sexuales tanto de

la mujer como de su pareja y deficiencia inmunoldgica.

Como ya se menciono anteriormente solo una pequefia parte de las
infecciones crénicas por VPH evolucionan de lesion intraepitelial de
bajo grado (LIBG o NIC 1) a LIAG o NIC 2, NIC 3 y CaCU. Se han
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encontrado algunos factores de riesgo asociados al VPH que son
determinantes para que la infeccion por este evolucione hacia cancer, los
mas importantes son: conducta sexual, consumo de tabaco, mujeres con
alto numero de embarazos, sistema inmunolégico deprimido, uso
prolongado de anticonceptivos y malnutricion. La conducta sexual es el
principal factor de riesgo.

Al inicio precoz de relaciones sexuales (antes de los 20 afios) y el
nimero de compafieros sexuales aumentan el riesgo de cancer
cervicouterino. Se ha demostrado la presencia de VPH cervical o vulvar
en el 17 a 21% de las mujeres con una pareja sexual y en 69-83% de las

mujeres con 5 0 mas parejas sexuales (10).

La promiscuidad sexual del hombre también constituye un factor de
riesgo dado que en sus multiples contactos sexuales se contaminan con
virus de papiloma humano que transmite después a su pareja.

En cuanto al consumo de tabaco, en estudios de investigacion se ha

encontrado que las mujeres fumadoras tienen mayor riesgo que las
mujeres no fumadoras, ya que se han encontrado una concentracion muy
elevada de sustancias del tabaco en el moco cervical. Referente al alto
namero de embarazos, los cambios hormonales que ocurren durante el
embarazo favorece el desarrollo de las infecciones por VPH. Factores
geneticos o enfermedades como el SIDA, medicamentos, consumo de
drogas, etc. que provocan la depresidon del sistema inmunoldgico de las
personas predisponentes al desarrollo de cancer ano-genitales y del
cuello uterino ante la presencia de la infeccion por virus de papiloma
humano.
El uso prolongado de anticonceptivos se ha vinculado con la persistencia
de infecciones por VPH. Estudios cientificos han estimados que las
mujeres que utilizan anticonceptivos orales por mas de 5 afios duplican
el riesgo de contraer cancer cervicouterino.

Aunque no son concluyentes los estudios cientificos en cuanto a
nutricion, se considera que una dieta baja en antioxidantes, acido folico
y vitamina C favorece la persistencia de la infecciéon por VPH y la

evolucion a lesiones malignas.
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Patogenia:

Los virus del papiloma humano que pertenece a la familia de los
Papillomaviridae, son virus con ADN de doble cadena, y solo infectan a
los humanos. Algunos tienden a infectar a las mucosas y los otros a la

piel.

Las particulas infecciosas entran a las células basales o germinales a
través de una abertura en el epitelio estratificado. Tal abertura puede
ocurrir en condiciones donde la piel tenga alguna lesién o microtrauma.
Para los VPH/AR como los tipos 16 y 18 (mas frecuentes), la formacidn
de lesiones cervicales se facilita por la infeccion de células columnares
que después formaran la capa basal del epitelio estratificado de la zona

de trasformacidn.

La internalizacién del virus ocurre por endocitosis de vesiculas
cubiertas de clatrina. EI desensamble del virion puede ser a través del
rompimiento de enlaces disulfuro internos de la capside, dado el
ambiente reductor de la célula, lo que permitiria el transporte del DNA

viral al ndcleo de esta. (1)

La severidad del trauma o erosiones epiteliales y la induccion de
hiperplasias epidérmicas antes de la infeccién, son factores locales
importantes que favorecen el crecimiento viral. El proceso de infeccidn
ocurre fundamentalmente, a través de receptores de integrinas presentes

en las células basales. (13)

En el ntcleo de la célula hospedera el virus se replica en una relacidn
25-50 genomal/células, mediado por la actividad de 4 proteinas
multifuncionales: E1/E2, E6 y E7.

E1/E2: region que generalmente se rompe cuando el genoma viral se
integra en el genoma hospedero. La disrupcion de E2 libera los
promotores virales de las oncoproteinas E6 y E7 e incrementa la

expresion de estos genes transformantes.
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E6: oncoproteina que se une al producto génico del gen supresor de
tumor: p53 (proteina activada por la fosforilacion de proteinas sensibles
al dafio del ADN), formando un complejo E6-p53 que es blanco posterior
para la degradacién, y provoca fallos en los mecanismos de proliferacion

y apoptosis. (13)

La E6 sintetizada por los VPH-6 y VPH-11 muestra una significativa
disminucion en la capacidad de union a la p53, lo que podria explicar la

asociacion menos transformante de estos para la célula.

E7: Oncoproeina que promueve la transcripcion viral por 2 vias;
uniéndose al producto génico del gen del retinoblastoma, liberandose el
factor de transcripciéon E2F tanto en el virus como en la célula; o
activando determinados complejos de ciclina, como la p33-depemdiente
de quinasa 2, la cual controla la progresion del ciclo celular. La
respuesta de las células infestadas ante este fenomeno es la produccion
de un inhibidor de ciclina quinasa, gran cantidad de E7 puede unirse y
bloquear la actividad del inhibidor. Las cantidades relativas de E7 y
p2lcipl determinan cuando la célula entra en dase S del ciclo celular y
replica el ADN viral o cuando bloquea la produccion del virus. La célula
donde E7 se une a p21lcipl se convierte en koilocito y produce particulas

virales. (13)

Normalmente la proteina p53 activada es requerida para detener el
ciclo celular en fase G1 como resultado de estimulaciéon directa a
p2lcipl. Cuando los dafios en el ADN son mas severos
o cuando hay una gran replicacion viral, p53 puede activar la via

apoptotica.

En las lesiones persistentes, el genoma viral continta estimulando a
las células basales y a ignorar el dafio en el ADN, que por consiguiente,
se van acumulando. La estimulacion por E6 y E7 de los VPH de alto
riesgo produce lesiones con una larga vida media, pasando al punto

conocido como de mortalidad 1, donde aln las células no son inmortales.
(11)
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Después de la infeccion s6lo un pequefio niumero de genes virales
persisten en la membrana basal. Se acumula el ADN del virus en la
superficie epitelial con aumento de su replicacion y son expresados
diferentes mensajeros. Las proteinas virales son sintetizadas y el ADN
replicado es empacado en las proteinas de la capside viral, liberandose
asi las particulas de infeccion a la superficie de la epidermis. Todo esto
constituye un periodo de incubacion viral, que tiene una duracién de 3 a

4 meses.

El genotipo viral es uno de los factores de riesgo asociados a la

infeccion que determinan la progresion maligna de lesiones cervicales.
Mas de 40 tipos distintos de VPH han sido identificados en el tracto ano
genital humano, los cuales se pueden subdividir en dos grupos: “de bajo
riesgo oncogénico” (VPH-BR) que se encuentran en condilomas
acuminados y neoplasias intraepiteliales de bajo grado con minimo
riesgo de progresiéon maligna (principalmente los tipos 6, 11 y 42) y los
“de alto riesgo oncogénico” (VPH-AR) en neoplasias intraepiteliales de
alto grado e invasivas (principalmente los tipos 16, 18, 31 Y 45)
(12,19,30).
Como ya se menciond anteriormente, la prevalencia de la infeccién por
VPH en relacion en el numero de compafieros sexuales. La mayor parte
de las infecciones por VPH son transitorias y autolimitadas, y tienden a
desaparecer en los siguientes 6 a 18 meses, y entre el 80 y 90% de los
casos se resuelven a los dos afios particularmente en mujeres jovenes.

Los posibles escenarios clinicos que se pueden presentar después de
una infeccion por VPH son: una infeccion permanente asintomatica
latente, o wuna infeccion que puede permanecer activa, en este caso el
VPH sufre replicacidon, pero no integracion en el genoma, lo que
ocasiona el desarrollo de verrugas en los genitales externos, y lesiones

precursoras de Cancer (NIC1).

Es importante mencionas que la mayoria de las mujeres infectadas con
VPH no desarrollan cancer, la infeccién por si misma no es un efector

suficiente; seria necesaria la presencia de otros cofactores que
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intervienen en la desregulacién inmunoldgica, y en la induccién de
mutaciones genéticas. Algunos de estos factores son: el tabaquismo, la
deficiencia de antioxidantes y folatos, hormonas y la presencia de otras
infecciones como el herpes o clamidia.

La persistencia de infecciones por VPH de alto riesgo es el factor mas
importante para que progrese una lesion de bajo grado (NIC1) a lesidn de

alto grado (NIC 3) y cancer invasor. (11)

Historia natural de la infecciéon por VPH

I Infeccién por VPH |
]

6, 11 y otros tipos 16, 18 de alto
de bajo riesgo riesgo
by :
Condiloma Infeccion Infeccion Infeccion
acuminado pasajera pasajera persistente
NIC 1 = NIC I W 22 "ﬁ"'
Regresion Terapia 1 N
Regresion Cancer

invasor

Diagnostico:

El diagnostico de las infecciones por VPH comienza con el examen
clinicos y estudios citolégicos o histopatolégico de las lesiones
sospechosas en la regidon ano-genital o exdmenes citoldgicos del cérvix,
y pruebas moleculares para la deteccion del DNA del virus. Las dos
pruebas moleculares que con mayor frecuencia se empleas son la captura
de hibridos (CH2) y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

La citologia de cérvix (Papanicolaou) es el método que se emplea
rutinariamente para detectar la enfermedad por VPH, tanto en el cérvix,
como en la vagina. La presencia de koilocito (células caracteristicas de
la infeccion por VPH), ademads de una atipia nuclear son los hallazgos en

la citologia que nos hace pensar en una infeccion por VPH, y esto se
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correlaciona bien con la presencia de ADN del virus en las pruebas
moleculares (CH2, PCR)

Cuando la citologia es positiva para este tipo de lesiones en el cérvix, la
colposcopia es mandatoria, en estas pacientes deberd realizarse una
biopsia dirigida con el colposcopio para correlacionar los resultados de
la citologia con la colposcopia y la histopatologia. (11)

El diagnostico de las pacientes con neoplasia intraepitelial cervical se
establecera cuando en el resultado de la citologia (Papanicolaou) se
informe sobre la presencia de células sugestivas de infeccién por VPH y
alteraciones en las células que sugieren una lesién precursora del cancer.
Generalmente no existen sintomas, debido a que las lesiones son
intraepiteliales.

Tampoco es frecuente que se presenten sintomas cuando se establecen
las etapas tempranas del cancer invasor en el cérvix. Los sintomas
pueden aparecer en las etapas mas tardias, sin embargo el aspecto del
cuello uterino puede variar desde un cérvix que aparenta ser normal,
asociado a una citologia de cérvix (Papanicolaou) anormal, hasta un
cérvix que microscopicamente, puede estar reemplazado totalmente por

un tumor,

Deteccion de secuencias genomicas del VPH (técnicas de biologia

molecular).

Estas técnicas consisten en un anélisis cualitativo de DNA. Todas
ellas se basan en la deteccion especifica de secuencia de DNA de VPH en
tejido o bien en tomas de material procedente del &area a estudias
(cérvix), y permiten por lo tanto, identificar el tipo de virus presente en
la lesion. Basicamente, todas ellas consisten en enfrentar el DNA de una
determinada muestra con un fragmento conocido de un acido nucleico
cuya secuencia es complementaria de la secuencia de DNA que
intentamos detectar. Dicho fragmento conocido se denomina sonda y el
proceso hibridacion.

Existen numerosas técnicas de analisis cualitativo del DNA y una gran
diversidad de variaciones y modificaciones de estas técnicas. Estas
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diferentes técnicas presentas entre ellas diferencias en cuanto a su
sensibilidad, complejidad, y reproductibilidad. Algunas de ellas se
encuentran disponibles comercialmente. Las siguientes técnicas de
biologia molecular son las mas empleadas en el estudio del VPH: 1)
Hibridacién in situ; 2) Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR); 3)

Captura de Hibridos.
Hibridacion in situ:

La hibridacion in situ consiste en aplicar sondas complementarias
marcadas con substancias radioactivas o con colorantes que permitan su
posterior visualizacion sobre un corte del tejido problema o sobre una
extensién citolégica. Esta técnica se puede aplicar tanto en toma
citolégica, como en biopsias, tras su procesamiento habitual. Existen
varios test de deteccion del VPH por hibridacion in situ comercializados.
Estas pruebas pueden ser de cribado, los cuales incluyen un coctel de
sondas que permite detectar a un amplio grupo de tipos sin
diferenciarlos, o de tipificacion. Las pruebas de tipificacion
comercializados incluyen tres sondas cada una de las cuales detecta a dos
0 mas tipos de virus agrupados segun el riesgo de desarrollo de neoplasia
(sonda 6-11 de virus de bajo riesgo, sonda 16-18 de virus de alto riesgo,

y sonda 31-33-51 o de riesgo intermedio),

La principal ventaja de este método, es que es el Unico que permite
visualizar la morfologia de las células en las que se halla el VPH,
mientras que las otras técnicas se realizan en extractos de DNA, por lo
que no permiten la valoracion morfoldgica. La segunda ventaja es su
gran especificidad: la deteccion del VPH mediante esta técnica se asocia
constantemente a la presencia de lesiones citoldgicas e histolégicas. Las
infecciones latentes (con epitelio normal) son casi constantemente

negativas con esta técnica.

El inconveniente de esta técnica es su baja sensibilidad, ya que se
requieren de un elevado nimero de copias (entre 20 y 25 en cada célula)

para ser positivo. Esta técnica es capaz de detectar tipificar el virus
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solamente en un 40-70% de las lesiones intraepiteliales escamosas
(SIL). (5)

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):

Este método consiste en la aplicacion de un proceso que multiplica el
namero de copias de un segmento de DNA si esta presente en la muestra.
Este proceso, que se conoce como amplificacién se produce mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa, hace que sea una técnica
extraordinariamente sensible capaz de detectar la presencia de muy pocas
copias de DNA del virus (entre 10-100 en una muestra). Aunque estén

presentes en una sola célula entre varios miles.

Las técnicas basadas en las amplificaciones por PCR son rapidas y
relativamente poco laboriosas. Pueden ser realizadas con el mismo
material recogido en el momento de la toma citolégica y no requiere de
méas molestias para la mujer que esta siendo estudiada. Estas técnicas son
muy sensibles capaces de detectar lesiones intraepiteliales escamosas de
alto grado no detectados con la citologia; también detecta gran nimero
de pacientes con infecciones no progresivas y a mujeres con infecciones
latentes sin alteraciones citoldgicas, que en gran parte se resuelven en
forma espontanea. Sin embargo no permite cuantificar adecuadamente el
DNA viral presente en la muestra. Otro de sus defectos es la elevada

probabilidad de contaminaciones y falsos positivos.
Captura de Hibridos:

En esta técnica se utilizan sondas de RNA capaces de detectar varios
tipos de VPH. Cuando la muestra presenta infeccion virica se produce un
hibrido RNA-DNA que es capturado por un anticuerpo especifico contra
hibridos y detectado mediante una reaccién tipo ELISA que utiliza un
compuesto quimioluminicente para revelar la reaccion y ademas
proporciona informacion sobre la cantidad de DNA viral presente en la
muestra, que parece tener relacion con la presencia de lesiones de alto

grado.
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La técnica dispone de dos sondas, una para virus de bajo riesgo y otra
para virus de alto riesgo, aunque una practica habitual consiste en
aplicar unicamente la sonda para deteccion de virus de alto riesgo con lo
cual se reduce notablemente de costo. La prueba de Captura de hibridos
2 permite detectar cinco virus de bajo riesgo (6,11,42,43,44) y 13 tipos
de riesgo alto o intermedio (16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,68),

involucrados en el 99% de casos de carcinoma de Cérvix. (6)

Esta prueba (CH2) para virus del papiloma humano de alto riesgo
(VPH-AR) es capaz de detectar con gran sensibilidad los casos de lesidn
intraepitelial de alto grado (LIAG) o carcinoma con un 94.7% de casos
positivos. Asi la sensibilidad de esta técnica para el diagnostico de LIAG
es netamente superior la sensibilidad de la citologia convencional, que se

sitla en la mayoria de las series alrededor del 70%. (6)

Resulta especialmente detectable el alto valor predictivo negativo de
esta técnica para la existencia de LIAG o carcinoma. Por tanto, la
deteccién de VPH-AR mediante la captura de hibridos es de utilidad en
la evaluacién de pacientes referidas por lesiones citoldgicas, puesto que
su negatividad permite excluir con un elevado grado de certeza la
existencia de una lesion premaligna de alto grado o de un carcinoma

invasor. (6)
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CAPITULO 11

Planteamiento del problema:

Se utilizara el método de captura de hibridos (CH2) para detectar VPH de alto riesgo
que se encuentran en las lesiones intraepiteliales de bajo grado (ILSIL) diagnosticadas

por citologia, y asi evaluar la prevalencia del VPH de alto riesgo en estas lesiones.

Justificacién:

La asociacion que existe entre la infeccion por el VPH de alto riesgo y el CaCU es
muy alta. Este tipo de virus (de alto riesgo) es frecuente que se encuentren en lesiones
de alto grado; aunque existen reportes que se han identificado genotipos de VPH de alto
riesgo en lesiones de bajo grado.

La citologia cervical es un estudio de rutina que detecta una lesion cervical
caracteristica 0 que hace pensar en una infeccién por VPH, mas no determina si el virus
es de bajo o alto riesgo para evolucionar a malignidad; por lo que es necesario que la
citologia cervical tenga estudios complementarios como la colposcopia y la pruebas
moleculares para llegar a un diagnostico preciso en etapas tempranas y asi llevar a cabo

un manejo y tratamiento adecuado.
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CAPITULO IV

Objetivo general:

Detectar a las pacientes con mas riesgo para desarrollar CACU, y determinar la
prevalencia de los VPH de alto riesgo en las lesiones cervicales de bajo grado por el

método de captura de hibridos (CH2).

Objetivos especificos:

Seleccionar a las pacientes con infeccion por VPH de alto riesgo para su tratamiento

adecuado.

Hipdtesis:

La prevalencia de virus de alto riesgo en lesiones de bajo grado, es significativa al
determinar la presencia de estos por la prueba molecular de la captura de hibridos.
La prueba de captura de hibridos determina con certeza la presencia o la ausencia de

VPH de alto riesgo.
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CAPITULO V

Disefio:

Se trata de un estudio transversal, que se realizo en el periodo comprendido entre
Febrero de 2009 a Septiembre de 2009, en la Clinica de Displasias del Hospital General
de Tijuana con pacientes de la consulta de primera vez con diagnostico citoldgico de
lesion intraepitelial de bajo grado (LIBG)

Material y Métodos:

1. Universo del estudio:

Todas las mujeres de consulta de primera vez de la clinica de displasias con
diagnostico citologico de LIBG en el periodo de Febrero de 2009 a Septiembre de 2009.

2. Tamaio de la muestra:

Se incluyeron en el estudio 53 pacientes que cumplen con los criterios de inclusion.

3. Criterios de Inclusion:

Pacientes de primera vez con diagnostico citoldgico de LIBG.

4. Criterios de Exclusion:

a) Antecedentes de lesiones de alto grado detectadas por citologia.

b) Pacientes con diagnostico citologico de LIAG.

c) Pacientes con seguimiento por tratamiento de lesiones de bajo grado.
d) Pacientes con seguimiento de lesiones de alto grado.

e) Pacientes que no puedan realizarse el estudio de captura de hibridos.

5. Criterios de Eliminacién:

No contar con el resultado de la Captura de hibridos.

6. Variable dependiente:
VPH de alto riesgo
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7. Variable independiente:

a) Edad

b) NuUmero de parejas sexuales

¢) Inicio de vida sexual activa

d) Citologia

e) Colposcopia

f) Lesion intraepitelial de bajo grado

g) Captura de Hibridos

8. Recursos materiales disponibles:

- Mesa de exploracion ginecologica

- Colposcopio

- Espejo vaginal desechable

- Pinza uterina

- Torundas de algoddn

- Cepillo con muesca

- Tubo de ensaye con 1ml de solucion transportadora

9. Procedimiento para la toma de la muestra para el método de Captura de
Hibridos:

Se tomé una muestra exocervical con espatula de Ayre y un hisopado endocervical
(hisopo de dacron) para la citologia cervical de acuerdo a la técnica de Papanicolaou
y evaluada segun los criterios pautados por la clasificacion de Bethesda. Se tomo
una muestra endocervical, exocervical y de la zona de transformacion, para captura
de hibridos 2 (CH2), se insertar el cepillo 1-1.5 cm en el canal y con las cerdas mas
largas del cepillo tocar el exocervix, realizando tres rotaciones completas,
posteriormente colocar la cabeza del cepillo en el tubo transportador. EI material
obtenido a temperatura ambiente se lleva al laboratorio para su procesamiento de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Luego de la desnaturalizacion calérica y
alcalina, el ADN liberado se hibridd por separado con una mezcla de sondas de
ARN de VPH de alto riesgo (VPH 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59 y 68).
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10. Andlisis estadistico:

Se cre6 una base de datos en el programa Microsoft office Excel; el analisis se
realizo con céalculo de estadisticas descriptivas basicas. Con las siguientes
proporciones:

- Prevalencia del VPH en citologias con LIBG

- Proporcion de VPH/AR en Citologias

- Proporcion de mujeres con CH2(+)

- Proporcion de VPH/AR en mujeres con IVSA antes de los 20 afios de edad
- Proporcion de VPH/AR de acuerdo al nimero de parejas sexuales

- Prevalencia de lesiones alto grado diagnosticadas por biopsia.
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CAPITULO VI

Resultados:

De un total de 199 mujeres que acudieron a consulta de primera vez a la clinica de
displasias, se seleccionaron 60 pacientes con diagnostico citologico de lesion
intraepitelial de bajo grado (LIBG), de estas pacientes se excluyeron 7 por no contar con
resultado de la prueba molecular (no se la realizaron la prueba). La muestra de nuestro

estudio quedo con 53 pacientes.

Las edades de las participantes estan entre los 18 y 63 afios con un promedio de edad
de 39.1 afios. El grupo mayor es el de las pacientes menores de 30 afios (16 pacientes)
seguidas del grupo de los 41 a 50 afios de edad (13 pacientes) y en tercer lugar el grupo

de los 31 a 40 afos (11 pacientes). Fig.1

Distribucion de edades por décadas
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Décadas

De las 53 pacientes a las cuales se les realizo la prueba de Captura de Hibridos
para VPH de alto riesgo, el 58.50% (n=31) resulto positiva y el 41.50% (n=22)

resulto negativa. Fig.2
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Distribucién porcentual de casos con citologia con
LIBG segun resultados de CH2Z para VPH/AR

LIBG/CH+ LIGB/CH-

La distribucion porcentual de casos con captura de hibridos positiva en las
pacientes con inicio de vida sexual activa antes de los 20 afios de edad (n=23) fue
del 56.52% (n=13) en el grupo de edad de 31 a 50 afios, seguido por el grupo de las
menores de 30 afios con el 25.80% (n=8), y de las pacientes de 51 afios en adelante
fue del 6.45% (n=2); en tanto que las que iniciaron su vida sexual después de los 20
afios de edad (n=8), el 50% (n=4) de estas se encuentra en el grupo de 51 afios en
adelante, seguida por el grupo de las menores de 30 afios con el 37.5% (n=3), y en el
grupo de 31 a 50 afios el 12.5% (n=1). Por lo anterior se concluye que el mayor

porcentaje de las pacientes inicio su vida sexual antes de los 20 afios. Fig.3

Distribucion porcentual de casos de VPH/AR
comprobada por CH2 segun el grupo de edad
de IVSA
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De las 31 pacientes con captura de hibridos positiva para VPH-AR, 93.5% (n=29)

reunieron los criterios para realizarles biopsia de cérvix; el 45% resultaron con
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LIBG y el 48% LIAG (incluidas displasias moderada y severa, cancer in situ e

invasor). Fig.4

Prevalencia de LIAG diagnosticada por
biopsia

NOBIOPSIA___ LESIONES CERVICALES

7%
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45%

De las 29 pacientes con resultados histopatoldgicos y captura de hibridos para
VPH-AR positiva, 14 resultaron con LIBG, 14 con LIAG (incluidas displasias

moderada y severa, Y cancer in situ) y 1 con cancer invasor. Fig.5

Resultados histopatologico en pacientes
con CH(+)

CaCu invasor

De acuerdo a la relacion entre los resultados histopatologicos (n=29)y el nimero
de parejas sexuales fue el siguiente: De las 17 pacientes que resultaron son LIBG 10
se encuentran en el grupo que refirié solo una pareja sexual, seguido por 4 que
refirieron 2 parejas sexuales; 7 de las pacientes resultaron son LIAG (incluyendo en

estas displasia moderada y severa) 3 refirieron haber tenido 4 parejas sexuales; 4
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pacientes que resultaron con cancer in situ refirieron 2 parejas sexuales; y la Unica

paciente con cancer invasor refirio 3 parejas sexuales. Fig.6

Distribucion de resultados
histopatologicos en relacion al numero
de parejas sexuales
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CAPITULO VII

Discusion:

La infeccién por virus del papiloma humano (VPH) en el cuello uterino es por
contacto sexual y puede generar lesiones clinicas, subclinica o latentes. El
diagnostico se establece tradicionalmente con el examen clinico, colposcopia,
citologia cervical (Papanicolaou) y estudio histopatoldgico, sin embargo en la
actualidad cada vez es mas frecuente utilizan métodos biomoleculares como la
captura de hibridos, para detectar y tipificar al VPH con excelente sensibilidad y

especificidad. (8)

El cancer cervicouterino esta relacionado con la infeccion por VPH en 99.8% de
los casos; los tipos de VPH de alto riesgo pueden ser la causa de que se formen
células anormales en el cuello uterino, y estos cambios celulares se pueden convertir
paulatinamente en cancer cervical si no se remueven. Los tipos de VPH-AR que
causan mayor preocupacién son los conocidos con los numeros 16,18,31,33,
35,39,45,51,52,56,58,59 y 68. Los tipos 16 y 18 son los mas peligrosos ya que

causas el 70% de los canceres cervicales. (3)

Debido a la baja sensibilidad de la citologia cervical y a las fallas diagnosticas
rutinarias para la deteccion de la infeccion por VPH que pueden causar lesiones que
evolucionen a cancer cervicouterino, algunos autores consideran fundamental la
inclusién de las pruebas moleculares a las pacientes que acuden a la consulta para
deteccion oportuna del cancer cervicouterino y que se tenga la sospecha que hay una
lesion compatible con la infeccion por VPH.

En el presente estudio con muestras de 53 pacientes, el 58.5% (n=31) de estas
con LIBG resulto con la prueba de captura de hibridos positiva, y de estas a 29

pacientes se les realizo biopsia.

Se observo que el 48% de las pacientes que habian acudido a la consulta de
primera vez a la clinica de displasias del Hospital General de Tijuana con citologia
cervical anormal (con LIBG) en las cuales la captura de hibridos resulto positiva a
VPH-AR, posteriormente se le realizo colposcopia y fue candidata a que se realizara

biopsia, siendo su resultado final una LIAG de las cuales cuatro ya tenian cancer in
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situ y una cancer invasor; y no se habian diagnosticado tempranamente por la
citologia la presencia de VPH-AR en la lesion de bajo grado, motivo por el cual no
se les habia podido iniciar el manejo y tratamiento adecuado antes de evolucionar a

una lesion precursora de cancer cervicouterino o al mismo cancer cervicouterino.

Es conveniente la utilizacion de este método molecular que es la captura de
hibridos para poder agilizar y afinar el diagnostico para realizar de manera precoz
las medidas terapéuticas efectivas.
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CAPITULO VI

Conclusiones:

Por tener una positividad tan elevada el método por Captura de Hibridos (72.09%
en nuestro estudio), permitié identificar al 48% de las pacientes con LIAG que no

pudieron ser identificadas por citologia cervical (Papanicolaou).

Algunos metaanadlisis reportan que la sensibilidad de la citologia cervical es del
50%, en cambio la sensibilidad de la Captura de Hibridos (CH2) es del 96 al 98%.

La citologia de células cervicales es un método subjetivo y poco sensible para

establecer el diagnostico de infeccion por VPH

La deteccion del VPH-AR por captura de hibridos es un método sensible para
evidenciar infecciones latentes o lesiones cervicales subclinica y puede ser util en la
identificacion de lesiones con tipos especificos de VPH vy el riesgo de desarrollar

cancer cervical.

La union de la citologia cervical y la captura de hibridos permiten seleccionar a
las pacientes; de tal manera que la positividad a VPH-AR amerita un envio
inmediato a las clinicas de displasia y su negatividad un control en los centros de

salud.

Este estudio molecular (CH2) debe de ser un complemento de la citologia cervical

y asi poder hacer un diagnostico temprano de las LIAG.

El método de captura de hibridos no puede ser utilizado como tamizaje por su

elevado costo.
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