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INTRODUCCION

La primera descripcién de verrugas se encuentra en los eséritos
de Celsus (25a.C}. En los siguientes cinco siglos, mé&dicos
griegos y romanos escribieron acerca de las verrugas y notaron 1$
transmisién sexual de estas lesiones verrugosas en los genitales
(1).

El origen viral de este tipo de verrugas fue postulado primero
por Ciuffo en 1907; sin embargo, fue s6lo hasta la introduccién
del microscopio electrdnico a la medicina en 1940, que se hizo
observacién directa de las partfculas virales en el tejido
proporcionando el apoyo a la teoria del origen viral de las
verrugas. Dunn y Ogilvio documentaron particulas virales en el
condiloma genital en 1968 (2).

Una heterogenicidad de tipos del virus del papilloma humano, fue
postulada en 1969; sin embargo, nada se conocia acerca de la
organizacién genomica o el modo de interaccibn: célula-virus.
Ademds la ausencia de un sistema adecuado en el cual replicar el
virus representaba una gran dificultad para el estudio cientifico
sistemdtico. La solucidn se produjo al clonar virus del papilloma
humano procedentes de lesiones de vias genitales, permitiendo
disponer de cantid.;des elevadas de DNA del virus para
inve;tigaci6n. Los primeros datos publicados de hibridizacitn en
1974_,_.sugi.rieron gue mas de un tipo de virus del papilloma humano
(VPH), causaba condiloma acuminado. La heterogenicidad genética

del papilloma  fue establecida en 1876 y permitié la



_identificacién de cuatro diférentes tipos de VPH (1,3).

‘A la-fecha, mis de cincuenta tipos de VPH han sido identificados
usando técnicas de hibridizaéién de DNA, aclarandose su
'oréﬁnizaciﬁn éenamica, transcripcién del RNA y la traduccién de
"proteinas. Empero, lawﬁaybr importancia fue el advenimiento de la
identificacién de la relacién del VPH y céncer hacia 1983, cuando
se reconocié DNA del VPH en cinceres cervicales usando mezclas de »
tipos 8,9,10 y 11 como pruebas. Perc, sin lugar a dudas la
évidencia mas fuerte que ligé al VPH con cancer provino de
pacientes con epidermedisplasia verruciforme (1,4).
Desafortunadamente, la investigacién clinica es s6lo hasta este
momento en gque vuelve su mirada a los grandes avances en biolegia
. molecular en el 4rea de investigacién del papel de VPH y su
relacién con céncer. .

Es por todo. lo anterior, que sin lugar a dudas, los
descubrimientos fﬁtnros habrin de proporcionar adelantos

.importantes en el campo clinico.



MARCO TEORICO

Aunque no es posible construir un modelo estructural comprensivo
y coherente del ciclo enterc de vida del virus existe informacién
bisica del virus del papilloma humano (VPH).
El VPH, es miembro de la familia papevavirus. Estos virus fueron
agrupados juntos porque todos tienen una doble cadena circular de
DNA y el genoma se encuentra rodeado por una capside icosahédrica
(20 caras). Tiene un diametro de 55 nanometros y una estructura
icosahédrica compuesta por 72 subunidades bésicas 1llamadas
capsomeras, No hay membrana lipidica externa.
Las particulas virales contienen una proteina mayor en su capside
con un peso molecular de aproximadamente 54000 daltons. Una
proteina menor de aproximadamente 76000 daltons también ha sido
identificada. En general cada tipo de papillomavirus es
especifico para una especie, tipo de epitelio y localizacién
anatémica; la mayoria de los virus afectan solamente las cé&lulas
de epitelio escamoso, llamado gueratinocitos.

El ciclo de vida del VPH es poco diferente de otro tipo de virus,'
-en la epidermis normal solamente las células de la capa basal se
“dividen por lo que el VPH debe ganar acceso a infectar esta capa

basal de células. Los queratinocitos de las capas més

spperficiales ﬁormalmente no se dividen, pero progresivaﬁente se
diferencian de las células mis externas del epitelio. Esta se
acompafia de cambios secuenciales en el tipo de queratina que

estan expresande. Generalmente los papillomavirus inducen



iﬁipé:plasia de las caéas celulares medias, referidas como
;céntosis; en las capas m&s superficiales hay degeneracién
nuclear y envalqunas células degeneracién con vacuolizacién
. citoplasmatica, enlelktrqcto genital las células con
vacuolizacién ﬁitoplasmlca o hipercromasia nuclear son llamadas
coilocitos. En algunas de estas capas mis superficiales, sfintesis
de nuevo DNA viral y altos niveles de expresién de algunos genes
virales, pueden ser demostrados por experimentos de hibridizacidn
in situ. Asi mismo, de acuerdo a estudios con microscopia
electrénica nuevas particulas virales se encuentran en algunas
células en las capas mis superficiales.
La caracterizacién del VPH, y su relacién con cancer cervical ha
sido amparado por muchos afios por dos dificultades basicas. Los
papillomavirus no se encuentran disponibles en cantidades
suficientes para realizar andlisis bioquimicos y de biologia
ﬁolecular ya que no se pueden recuperar de cultivos celulares.
Los virus tienen que ser purificados directamente de especimenes
. clinicos con produccién viral usualmente limitada. Sin embargo,
hay una gran variedad de VPH que en ocasiones difieren
considerablemente uno de otro en la secuencia de nucleotidos de
sus. genomas. Por consiguiente, la clonacién molecular de las
cadenas de DNA de los diferentes tipos de VPH son un pre-
requisito para identificar tumores geﬁitales con 1; presencia ‘de
estos, virus que normalmente pueden ser aislados de lesiones

displasicas o neoplasias cervicales.



Las caracteristicas clinicas, el aspecto histolégico y 1la
evolucién natural de las enfermedades genitales asociadas con
papiliomavirus dependen en gran parte del tipo de DNA que se
descubre dentro de las lesiones. Asi por ejemplo, algunos -autores
refieren andlisis graficos dependiendo del subgrupo; definiendo
el espectro en cuatro categorias (5-8):

1. "Bajo riesgo": VPH 6/11, 42, 43 y 44. Detectacdas en lesiones
de bajo riesgo sin nexo con neoplasias.

2. "Riesgo Intermedio': VPH31, 33, 35, 51, 52 y 5%B. Observadas
en un alto porcentaje de lesiones intraepiteliales escamosas,
pero sdlo en un 10.5% promedioc de los cénceres.

3. "Alto riesgo/VPH16": presente en un 47.1% tanto de lesiones
de alto riesgo del epitelio escamoso como en cinceres.

' 4. "Alto riesgo/VPH18%: encontrado en el 26.8% de carcinomas
invasivos pero tan s6lo en un 6.5% de lesiones intraepiteliales
de alto riesgo.

Esto significa que la presencia de un tipo de VPH oncogénico en
una lesién cervical, el porcentaje de riesgo relativo es de
65.1-235.7 para la presencia.de lesiones epiteliales de alto
riesgo y de 31.1-266.1 para un céncer invasive (8,9).

Las repercusiones en el varén de la infeccién condilomatosa es la
existencia de lesicnes principalmente a nivel del surco.
balanoprepucial, frenillc y uretra. Asi mismo, es conocida la
répércusién perinatal que tiene la condilomatosis y que llega en
momentos determinados a ser factor decisivo para elegir la via de

interrupcién de la gestacidn.



Lpzanterior se relaciona, con el hecho de que en los Estados
Unido; dekNorteamérica, la mayorfa de las infecciones por VPH
‘permanecen indecectadas; ya gque aproximadamente el 1% a 2% de
mujeres bajo vigilancia citolédgica de rutina para deteccién de
neoplasia cervical tienen evidencia de infeccidén cervical por VPH
Empereo, actualmente se sabe que la infeccién por VPH es
probablemente la infeccién m&s comGn, ya que de estudios
citolégicos usando técnicas de biologia molecular suguirieron gue
por arriba del 28% de mujeres sexualmente activas han albergado
infeccifén genital por VPH; y se estima gque solamente un 10%
aproximadamente de todas las infecciones genitales por VPH acuden
para atencién clinica. Asi, puede haber méds de 30 millones de
mujeres con infeccién del VPH genital en los Estados Unidos
solamente y muy posiblemnete 10 millones de nujeres portadoras
del virus potencialmente oncogénicos (10).
El perfil epidemiolégico gue hace a una mujer ser de alto riesgo
para el condiloma, es significativamente similar a la observada
para la neoplasia intraepitelial cervical (NIC) y el carcinoma
del cuello uterino, lo gyue incluye el inicio temprano de
relaciones sexuales, parto antes de los 19 afios, promiscuidad
sexuval, estrato sociocultural bajo y tabaquismo.
La transmisién de la o de las parejas sexXuales de condilomatosis
..subclinica y clinica es de aproximadamente 60% a 65% (11,12);
tomando en cuenta gue la reinfeccién es una causa importante para

recurrencias.



En lo referénte aléraﬁémiento, existen dos indicaciones
principales lérp:iher;feélaliViar la irritacién, la incomodidad o
el dolor. Los pacientesyéon condilomatosis acuminada caen dentro
de esta categoria-y segundo, la prevencidn de la neoplasia dada
~la conacida asoclacidn de VPH con neoplasia escamosa del tracto
genital inferior, este tratamiento puede resumirse en:

1.Quimico, entre los que podemos incluir podofilina al 25%, acido
tricloro-acético, 5-fluoracilo, Bleomycina, Colchicina, etc.
2.Quirdrgicos; 3. Inmunclégico como Levanisole, DNCB, ete;
4.Quinico~quirdrgico; 5. Sicoterapia y 6. Radioterapia. Los
métodos destructivos tienen una recurrencia del 7% al 33%
(electrocauterizacién), la criocirugfa se reporta con un éxito
del 80% al 90% y otro métodos destructivos se reportan con un
promedio de curacién de 95% a 97% (asa dilatérmica,
fotocoagulacién con laser C02), siendo actualmente preferida la
primera sobre la sequnda dada la ventaja de poder ser estudiada
histol6gicamente. Actualmente se tiene la esperanza en los
métodos inmunolégicos, utilizando una vacuna autogena y la
utilizacién del interferon reporta una curaci6n del 75%.

De lo anterior podemos concluir que aproximadamente el 90% de las
infecciones genitales por VPH son de tipo "benigno" ya que
contiene subtipos de VPH que no se incorporan al DNA de las
células epiteliales; la manifestacién clinica es el condiloma
verrrucoso (acuminado, exofitico) rare en el cérvix,

perteneciendo principalmente a los subtipos VPH 6,11 y 10.



élyfestante 10% de los condilomas genitales tienen un alto

potencial "maligno"; la lesién generalmente no es visible

macroscopicamente ya que corresponde a las variedades aplanada e
iinvertida muy frecuentes en el cédrvix, y en éstas se han

demostrado VPH subtipos 16, 18, 31 y 35 (13-15)

No hay manera de identificar clinicamente si la infeccidn

corresponde a VPR de "bajo" o "alto" riesgo.

En general, entre el 5% y el 10% de todos los condilomas

cervicales muestran una progresién hacia la neoplasia, siendo

mayor en los casos atipicos (16).
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Véﬂ ha sido implic;do'en la genésis de varios tipos de cancer
humano, particulafmente tumores escamosos del cérvix, regién
anogenital, piel,rtracto respiratorioc superior y aparato
digestivo la té&cnica de hibridacién in situ, es el Gnico método
para demostrar la localizacién precisa del genoma viral del VPH
en cortes de tejido asi como en células individuales. Sin
embargo, hoy la microscopia de frotis citoldgico o cortes
histolégicos es todavia el método mds frecuente y conveniente de
diagnéstico de la infeccidn por VPH.

Comparando la presicién diagnostica de los estudios citolégicos e
histoldgicos con las técnicas de deteccién de biologia molecular,
se ha aprendido que el diagnféstico microscSpico de infeccidn por
VPH es bastante especifico, aungque no muy sensible.

Los cambios célulares cervicales que indican infeccién por VPH,
son reconocibles en una citologia por la presencia de coilocitos
y disqueratosis. La prevalencia de VPH en estudios citolégicos
rutinarios varia entre 0.41% hasta el 10.9%; as{ mismo es
esperado un mayor porcentaje en poblacién de riesgo. La
colposcopia ha sido comparada con el estudio histolégico, siendo
la sensibilidad del primer estudio del 75.6% en tanto gque la
sensibiliaad del segundo estudic fue de 79.7% en conjunto fue del
94.9% (17) .

La conjuncién de ambas técnicas anteriormente mencionadas son el

11



7 meﬁic m&s convenlente para el diagnéstico de una infeccidn por
VPH. Son procedimientos de éonsultorio, que pueden repetirse si
.es necesario; tomando en cuenta la multifocalidad de las lesiones
por VPH, el frotis es'superior a la biopsia porgue permnite el
estudio de grandes areas del mismo sitic en una sola muestra.
Empero, aungue una tipificacién del subtipo de VPH puede ser
realizada por esta técnica, ya gue como se sabe existe una
diferencia notoria en el potencial oncdgeno y la conducta
pronostica de las lesiones producidas por los tipos 6 y 11 del
VPH é los tipos 16 y 18 del VPH, no es el material ideal para
estudio dada su discutida sensibilidad y especificidad por los
diferentes autores. )

Sin lugar a dudas esto ha llevado a que en la actualidad nuestro
problema en cuanto a la condilomatosis se puede enfocar

basicamente en:

1. Conocer la relacién directa existente entre VPH y neoplasia

intraepitelial cervical.

2. Conocer la repercusién perinatal que tienen las enfermedades
de transmisidn sexual como lo es la infecciédn por virus del

papilloma humano.

3. La necesidad de implementar métodos diagn6sticos gue sean
efectivos y que puedan estar al alcanze de la mayorja de la

poblacién, para con esto lograr un tratamiento oportuno.

12



4. La capacidad de identificar poblacién de alto riesgo para un

wanejo y sequimiento adecuado.

Lo anterior se basa en el hecho de gue reportes actuales clinicos
de infecciones por VPH, comc parte de las enfermedades de
transmisién éexual, han sido realizados desde hace varios afios
atras y estos datos indican un continuo incremento en la
incidencia de VPH tanto en hombres como en mujeres., El porcentaje
de ambos grupos de incidencia para 1982 revelo un total de 71.25%
por 100.000 personas; esto es 52.90% en mujeres y 90.5% en
hombres (17,18). Esto corresponde a un incremento tres veces en

ambos sexos en los iltimos cien afios.
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RAZONES PARA DESARROLLAR LA INVESTIGACION

f'éonoéer la ffecuencia con que se aislan subtipos del VPH 16, 18,
§1yy 53 de alto riesgo en lesiones condilomatosas de cérvix en

ilas'pacientes gue acuden a la c¢linica de Enfermedades de
Tr;nsmisién Sexual del Institutto Nacional de Perinatologfia.

Asi como identificar otros subtipos de bajo riesgo incluyendo
lesiones genitales que puedan ser confundidas con condilomatosis
sin sérlo. Estos eventos comprometen a la paciente ya gue 1la
obligan a someterse a tratamiento y vigilancia estrecha que tal
vez no requiera; lo cual representa preocupacidén y gasto
econdémico para la misma, por otra parte permite la identificacién
de pacientes de alto riesgo como desencadenantes de lesiones
pre-maliganas lo cual motiva un seguimiento exhaustivo por parte
del personal médico y paramédico para un adecuado sequimiento y
tratamiento.

Por lo que es necesario implementar procedimientos segquros
altamente confiables que interactuen con los métodos diagnésticos
.sencillos y fédciles de aplicar para tener un adecuado seguimiento

de la poblacién que pueda identificarse como de muy alto riesgo.

14



. Lo ' . OBJETIVOS

1. Por medio ‘de .las técnicas de DNA.recombinante fomentar la
realizacién “de estudios que: sirvan para definir especificamente

el papel de los distintos tipos .de VPH en el cancer genital.

2. Tratar de identificar el subtipo de VPH de més frecuencia en

la poblacién del Instituto Macional de Perinatologia.

3. Mejorar la prevencién y el tratamiento de las infecciones por
VPH mediante la identificacidn de la poblacién de riesgo y la

capacitacién profesional.

15



MATERIAL Y METODOS

Diecinueve mujeres fueron incluidas prospectivamente de 1la
clinjca de enfermedades de transmisién sexual del Instituto
Naciocnal de Perinatcléaia, entre noviembre de 1991 y agosto de
1992.
Las pacientes fueron referidas a la clinica de displasias, para
una evaluacién colposcapica, por presentar: (1) papanicolaon
‘anormal, (2) lesidn cervical visible 6 (3) una historia pasada o
presente de enfermedad cervical con o sin tratamiento previo.
Las pacientes ingresadas en el estudio iniciaban su manejo en la
clinica de displasias cuando el espécimen de biopsia cervical fue
obtenido.
Se realizé un papanicolaou de rutina en todas las pacientes
estudiadas, mediante brocha y cepillo durante su visita al examen
colposcopico. Estas pacientes ya tenian citolegia cervical previa
- tomada con hisopo.
El examen colposcdpico fue realizado en todas las pacientes por
el mismo investigador experto en el &rea; y las zonas
aparentemente anormales fueron biopsiadas y enviadas para examen
histopatolégico de rutina. Siendo tomadas un total de 31 biopsias
Jirigidas. A cada muestra le fue asignada un numero de cédigo.
Todos los espécimenes de biopsia fueron fijados en formol neutro
en amortiguador de fosfatos Sorensen 0.1M, pH7.4, durante 24hrs;
posteriormente incluidos en parafina, tehidos con eosina-

hematoxilina y evaluados por dos patdlogos quienes estaban
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1qnorantes a los tesultados de. los estudios para DNA.de VPH.E1

: grado de dlSplBSla fue reallzado de acuerdo a los criterics de la
,ﬂorganizac1on mundlal de la salud para NIC I leve, NIC II mederada
: ;III displasxa severa o carcinoma in situ (19).
OilDC1tOSIS fue definida como la presencia de un discreto
'hﬁlo‘perinuclear asociade con un amplio nucleo arrugado o plegado
:(17i26). Las citologias cervicales fueron tefidas con tincién
.iééﬁahicolaou vy reportadas como negativas, atipicas, sospechosa
(displasia) o positiva de acuerdo a los criterios citolégicos
establecidos (21).

Los blogues de biopsia incluidos en parafina, fueron
posteriormente rescatados para su procesamiento en la técnica de
hibridizacién in situ. Los blogues fueron inicialmente montados
en laminillas selanisadas en cortes de 4 um de espesor, se
desparafinaron somentiéndose después a digestidn sumergiendoc los
cortes en solucidén de pepsina/HCl durante 10 minutos a 37 grados.
La desnaturalizacién e hibridazién fue realizado con sondas
biotiniladas individuales de DNA de VPH 6, 11, 16, 18, 31 y 33
usando un kit de hibridizacién in situ ViraType (DAKO, USA), el
proceso se llevé a cabo en una cédmara himeda a 37 grados durante
dos horas, posteriormente se procedié a la deteccién utilizando
para elle BCIP/HBT as{ como estreptavidina~AP; momento en que se
realiza el revelado de las copias blanco.

Los tejidos fueron contratefiidos wutilizando rojo rapido
procediéndose posteriormente al montaje. Cada unc de los casos se

corrié con un control positive y negativo respectivamente

17



utilizdndose para el primero genoma ﬁumano (GH} ¥ para el segundo
un plasmido. pBr 322. : .

Las laminillas procesadas para hibridizacién in situ, fueron
posteriormente observadas por tres diferentes investigadores,
usando para ello un microscopio fot6nico axioskop Carl Zeiss.
Finalmente las laminillas identificadas como positivas para DNA
de VPH fueron procesadas para técnica de Microscopia Electrénica.
El tejido desparafinade se postfijo en tetradéxido de osmio (0s04)
al 1% en amortiguador de fosfatos Sorensen 0.1M, pH 7.4 por 1 1/2
horas. Posteriormente se procedié a la deshidratacidn de los
tejidos, utilizando etanol en concentraciones ascendentes. La
infiltracién se hizo en una solucién de 1:1 de 6xido de propileno
Poly Bed 812 y se dejo polimerizando a 60°C por 24 horas.

De los cortes semifinos de 1 um de espesor, tefiidos con azul de
toluidina fueron seleccionadas las areas para corte fino
previamente contrastadas con uranilo y citrato de plomo para ser
observadas eh un microscopio electrénico Carl Zeiss EM-10C.

A todas las pacientes incluidas en el estudio, se les realizé una
historia c¢linica con énfasis en sus hébitos higiénices asi como

de su pareja y sus costumbres sexuales,

18



" " RESULTADOS

~Las.cuales presentabanilesiones condilomatosas en cérvix

";idenﬁifichas;ﬁof:meﬁiaiéé ;Algﬂgéépia y ‘previa citologia
‘exfoliativa pogitiv; p;;a'cgndiiéﬁétos;s."

La edad promedio de las paciéntes fué de 29.05 afies con un rango
entre los 20 y 56 anos. El inicio de vida sexual activa fue de 23
afnos con un rango entre los 15 y los 28 afios.

En 1o que concierne al estado civil de las pacientes, el 89.47%
(17/19) eran casadas, 5.26% divorciadas (1/19) y un 5.26% (1/19)
vivian en unidén libre.

De la poblacién estudiada, el 100% presentaban lesién cervical,
toméndose bajo guia colposcdpica la biopsia dirigida para estudio
anatomo-~patolégico; se determinaron como lesiones unicas el
63.15% (12/19) ¥y como lesiones multiples el 36.84% (7/19).

De las 19 pacientes estudiadas fueron positivas el 36.33% de las
citologias exfoliativas y el 63.15% se reportd como reaccién
inflamatoria inespecifica. El estudio histopatolégico de las
biopsias cervicales dirigidas por colposcopia tomadas a estas
pacientes reportd un 89.4% (17/19) positivos para condiloma. En
tanto que un 10.63% (2/19) se reportaron comc negativas para
condiloma, pero positivas para neoplasia intraepitelial grado II
y III respectivamente.

Dentro de los hallazgos encontrados en las biopsias de cérvix el

78.9% (15/19) fuercn de condilomatosis aislada, el 5.2% {1/19) de

19



"jndiibmatbsis‘aépciagara-NIc I, otro 5.2% (1/19) de

los:casgs de:

: EdndiicﬁaﬁoéiS‘aépéiada a NIC I, el 10.5% (2/19) de

ioé'caéés sé:fépéftéféomo.diéplasia cetvical grave (cancer in
situ NIc TII) sin condilomatosis.
) Pbdehoé‘ob;ervéf que el 10.5% de los casos co-existieron
g asﬁciados: condilomatosis y neoplasia cervical.
La colposcopia como estudio aislado reporté como casos positives
un 84.21% (16/19), teniendo un margen de error en nuestro estudio
de 10.6%.
La técnica de hibridizacién in situ, se realizé en el 100%
(19/19) de los casos seleccionados, resultando en tres casos
positivos para VPH. Dentro de estos dos casos positives para DNA
de VPH fdcilmente observables en el interior del ntcleo de las
células del material estudiado (foto 2 y 3) y el tercer casco
positive lo fue también para DNA de VPH . Ninguno de los casos
positivos contenia mas de un tipo viral dentro del material
estudiado. Los tipos de VPH 6 y 11 no fueron detectados en
ninguno de los casos .
De los tres casos positivos, uno co-existia con displasia
moderada (NICII). En ambos casos el mismo tipo de VPH 18 fueron
detectados (incluyendo el caso de condilomatosis més-NIC I1); el
tercer caso fue positiveo para DNA de VPH 16 (tabla 1).
Las zonasS positivas para DNA de VPH fueron seleccionadas,
cortadas Yy procedas para microscopia electrénica con el fin de
corraborar la presencia de viriones de papillomavirus (copias),

como parte de su ciclo de reproduccién. Puede apreciarse en la
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micrografias electrénicas la presencia de particulas esféricas
virales de 40 n.m. de diémetro no sSlo presentes en el material
detectado positivamente por técnica de hibiridizacién sino

* también en zonas periféricas (fotos 4 y 5).
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TABLA 1. HALLLAZGOS CERVICALES EN 19 PACIENTES.

1R

HIBRIDACION

FSISBT S ABBID DI
SERESERSE S

PAYOLOS 1A

patigns T
&

COLPUSOORIA

SSEEEERRRREE-Aeaaae
mw%mmmmmmmmmmmmmmm

STLCTUSTOSOs 385388

CITOLAGi

Seaacacaacace caVaxs
SSS5555355553 332558

e e e e e e
FE3338zR-o=a = tmre
SR mmummmm

L

.|

¥ RESULTADO DE DOS BIOPSIAS,

w0 DX, CONDILOMA POR PIEZA HISTOLOGICH.



Figura 1. Panoramica de un contrsl positivo (GH), de
Hibridizacién In-Situ. Epitelio endocervical con reaccién
positiva para hibridazion in situ. 100X.

Figura 2. Hibridazién In-Situ para VPH 18. Notese la tincién

nuclear positiva a nivel epitelial (flecha). 200X.



Figura 3. Hibridazién In-Situ para VPH 16. En la que se puede
apreciar tincién nuclear puntiforrme y mixta a nivel nuclear 400X.
Figura 4. Micrograffia Electroénica en la que se advierte la
presencia de particulas esféricas virales (viriones) de 40nm de
diametro en el material procesado por tecnica de hibridizacidn

In-situ.



Figura 5. Micrografia Electrdnica en la gue se desmuestra VPH

{flecha) en el interior celular del material de cervix estudiado.



D‘I’scusiqu e

Un gran nﬁr ] __estudxos han demostrado una asociacién
especiflca entre c1ertos c;pos de vxrus del papllloma humano y
,leslones prefmalxgnasry malignas del cérv1x (1-8,22,23). Para
evaluar la asociacién entre el tipo de DNA de VPH y el grado de
iesién en nuestras pacientes, el tipo de DNA de VPH fue
correlacionado con el diagnéstico de la biopsia cervical en
diecinueve pacientes.

El tipo 18 del VPH fue el mds frecuentemente encontrado en
nuestra poblacién estudiada y estaba presente en dos espécimenes
de biopsia de diecinueve pacientes estudiadas (10.5%), siendo
seguida por la presencia del tipo 16 del VPH en un 5.2% (1/19),
ambos tipos identificados como de alto riesgo para la lesién
pre-maligna y maligna de cérvix.

Es importante mencionar, que existen pocos estudios publicados en
México y en general en América Latina en donde se analice el
subtipo de VPH comparédndolo con material de biopsia obtenido de
cérvix. En un estudio publicado por Reeves y colaboradores (24),
decidieron evaluar la posible asociacién entre infeccién por
virus del papilloma humano y céncer cervical en un estudio
multicéntrico (caso-control) realizado en diferentes paises de
América Latina; su poblacién estudiada fue de 759 casos de los
cuales el 62% de sus pacientes fue positivo para DNA de VPH 16/18
detectada por hibridizacién in situ siendo la deteccién en sus

controles significativamente menor; concluyendo que su deteccién
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era demasiado amplia con respecto ayotros reportes probablemente
como consecuencia de gque no tuvieron controles adecuados y
segundo tal vez a un incremento en la prevalencia de VFH en la
poblacién latina. El tipo de material estudiado difiere con
respecto al de nuestro estudio.

En la literatura extranjera, se aprecia una amplia variacidn en
la prevalencia de DNA del VPH en lesiones cervicales, dependiendo
de las diferentes localizaciones geograficas asi Ritter y Kadish
(22), detectaron virus del papilloma humano en 114 de 191 (59.7%)
mujeres estudiadas en los Estados Unidos de Norteamérica debiende
aclararse que la té&cnica utilizada para este estudio fue southern
blot; Spitzer y colaboradores (25) detectaron VPH (DNA y RNA) por
técnica de hibridizacién in situ en el 18.19% (6/33) de las
pacientes estudiadas, siendo solamente positives cinco casos para
DMA de VPH en este estudio.

La mayoria de los investigadores concuefdan en que la prevalencia
del DNA del VPH, parece que varfa ampliamente dependiendo de las
técnicas de deteccién utilizadas, el nimero de tipos de VPH que
son estudiados, el tipo de poblacién asi como el origen
geogré&fico de la muestra dada. Lo anteriormente sefialado es
importante ya gque en un numero significativo de estudios
publicados, esta prevalencia varia desde un 0.5% hasta un 35%,
aungue las comparaciones directas entre los diferentes tipos de
estudio son dificiles debido a las diferentes técnicas de
hibridizado que son usadas. De hecho, el porcentaje de deteccién

y sensibilidad, por tanto, de nuestra técnica de hibridizacién se
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encuentra dentro del rango de las reportadas en otras
inVestigaciones. .

_Aigunos investigadores como Hieminen (26), hablan de 1la
existencia de unéﬂprevalencia dada. para cada grupo de poblacién

-en estudio, esto es un porcentaje realmente bajo para pacientes

" en pbblacién abierta en tanto que ésta se incrementa

significativamente cuando son referidas directamente a estudios
de hibridizacién provenientes de clinicas de colposcopia o con
citologias francamente sospechosas.

En la mayoria de los trabajos de investigacién el porcentaje de
deteccidn de DNA de VPH en material de carcinomas cervicales
.estudiados varia entre un 40% a un 90%; lo cual difiere del tipo
de poblacidén incluida en nuestro estudio, encontrandose los
.resultados de nuestra deteccién por técnica de hibridizaci6én in
situv para este tipo de muestra dentro de los limites de
prevalencia aceptados por los investigadores (23-36).

La técnica utilizada para nuestro estudio fue la de hibridizacién
in-situ bor‘medio de un kit comercial cpn sondas. separadas, la
cual se basa en exponer directamente el tejido estudiado con
sondas de cadenas de DNA de los genomas de los diferentes tipos
de VPH e hibridizar bajo condiciones estrictas de astringencia.
Lo que hace notar la alta especificidad de este tipo de estudios.
Es importante mencionar que sin duda la hibridizacién in situ del
tejido, es Gtil en la identificacién del VPH en tejidos fijados y
en la localizacién del genoma viral en tipos célulares

pspecificos. Otra de las razones para la utilizacién de esta
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técnica es que las otras técnicas ﬁe investigacién como son la
hibridizacién southern Blot y la Polimerase Chain Reaction (PCR),
no pueden ser aplicadas rutinariamente en la préctica clinica no

s6lo por su alto coste sino porque estas técnicas destruyen el
tejido y en el caso de la PCR, puede ser demasiado vulnerable a
la contaminacién.

Las té&cnicas clinicamente disponibles como son la citologia, la
colposcopia y la histologia son también inherentemente
imperfectas, ya que las caracteristicas histolégicas clésicas no
siempre estén presentes.

La citologia tiene un alto porcentaje de falsas negativas, en
nuestro estudio fue de 63.15% Yy la colposcopia no es lo
suficientemente especifica. En nuestro estudio, la definicién de
positivo por técnica colposcépica fue muy amplia y algunas de las
lesiones pueden haber representado metaplasia inmadura o algunas
otras no relacionadas con infececidén por VPH ya que en algunos
casos mas de un sitio fue tomado para biopsia (7/:2).

Esto puede explicar porque la colposcopia fue capaz de detectar
el B4.21% (16/19) de las lesiones por histologia como positivas,
pero no fue capaz de predecir el resultado de hibridizacién
;omparado con otros estudios. Algunos autores (27,28), concuerdan
que los estudios colposcédpicos muestran cambios histolégicos
clédsicos de lesiones condilomatosas en aproximadamente sélo el
20% ae los casos, por 1o que los signos colposcépicos de
infeccién por VPH son esencialmente agquellos sumarizados bajo el

bien establecido término de "“zona anormal de transformacién", 1lo
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‘>que expllca ‘los resultados obtenidos en nuestro estudlo. Ssin
embargo, no observamos ninguna correlacién entre los hallazgos
por estudlo colposcépico y los diferentes tipos de VPH en nuestro

Eftabajo.
vgéta ausencia de hallazgos moleculares positivos en la técnica de
hibridizacién in situ en pacientes que tuvieron evidencia de
enfermedad tanto citolégica, colposcépica asi como de biopsia
puede indicar una verdadera ausencia de enfermedad, infeccién con
un tipo diferente de VPH de aguellos gue fueron probados o
infeccién con niveles subdetectables del virus. Se sabe que en
una lesién displésica la diferenciacién célular y la replicacién
viral est&n inhibidas y que por tanto los estudios de
hibridizacién puedan resultar negativos (29). Siendo por tanto,
‘muy probable'que algunos de nuestros casos se encontraran en esta
situacién,

Clinicamente la multiparidad ha sido un factor relacionado con el
céncer cervical, siendo en algunos estudios hasta del 75% (30).
En nuestro trabajo encontramos que el 47.36% de las pacientes
fueron multiparas, lo que podria resaltar el hecho de que en caso
de infeccién por VPH existe incremento en su frecuencia a la par
con la paridad.

Llama la atencion que encontramos dentro de los antecedentes de

_ nuestras pacientes que el 89.47% practicaban una vida sexual
estable y monogamica por lo gue es de pensar que la transmisién
de la infeccidn haya ocurrido a través de su pareja. Se sabe que

' aproximadamente el 65% de los compafieros sexnales de mujeres con
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vihfg@ci§n po;;qqnééloﬁaetﬁéheﬁ‘ﬁigﬁos clinicos de infeccién por
va{en;éué’géhiéaiésiill,jﬁ); atfés autores hablan de hasta un
82%-(31)..Huchﬁs.devlos homﬁres afectados no presentan sintomas Yy
Vnd reconoceﬁ sﬁs'leéiones por: lo que les permite ser fuente de
re-infeccién a su Qoﬁpaﬁcra sexual.

Es importante mencionar que el potencial oncogénico o la
prevalencia de los diferentes tipos de VPH pueden variar en
diferentes grupos raciales o 4reas geograficas (22,24,25); por le
que otros estudios prospectives deben realizarse en México
aclarando este aspecto.

La habilidad para detectar estos tipos de VPH con un alto
potencial oncogénico para una poblacién dada, puede propercionar
a la clinica una utilidad adjunta a los métodos estandares
conjuntos de citologfia y colposcopia para un adecuado monitorec a
la mujer con riesgo para enfermedad cervical. Debiéndose recordar
gque lo importante de esta asociacién es que la presencia de
infeccién por VPH hace que la edad en que se presente la
neoplasia intraepitelial cervical sea menor y que su progresién
se acelere.

En este trabajo la mayorfa de las pacientes con lesiones pre-
malignas y malignas del cervix tenfan un pronedio de 29.05 afos
de edad. Estos hallazgos son caracteristicos de la edad de
incidencia de lesiones de alto riesgo en cérvix de mujeres
expuestas a infeccién por VPH.

Definitivamente la deteccidon de pacientes con este tipo de

infeccidn en nuestros hospitales, asi como su seguiniento serd de
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valiosa utilidad. La alta prevalencia del VPH en mujeres jévencs,
sexualmente activas y su 5sociacién frecuente con displasia es
inquietante. Las pacientes necesitan exdmenes de sequimiento y
citologias repetidas, asi como biopsias de toda lesién sospechosa
las cuales en conjunto son ‘ciertamente altamente sensitivas pero
no especificas.

Estos procedimientos més el tratamiento local con métodas
quirdrgicos menores, probablemente constituiran en el futuro un

paso importante para la profilaxis del cancer cervicouterino.
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CONCLUSIONES -

$in lugar a dudas la condllomatosls es un padecimiento cada vez
més frecuente y que afecta prlncxpalmente a la mujer joven en
edad reproductiva ¥ socialmente activa.

Recientemente se ha logrado corroborar la estrecha asociacién
existente entre la infeccién viral por papillomavirus y el
dearrollo de neoplasia cervical, actuando probablemnete como un
co-factor gue faverece la oncegénesis.

Actualmente con el desarrollo en biologia molecular existen
nuevos métodos para identificar con exactitud a la poblacién
dentro de grupos de alto o bajo riesgo, lo gque nos permite trazar
un adecuado plan de manejo y seguimiento en estas pacientes.

Si bien podemos constatar gque la citologia cervical, la
colposcopia y la biopsia cervical en conjuntoc proporcionan alta
sensibilidad e incrementan considerablemente su especificidad no
son las técnicas ideales ante los nuevos métodos de diagnéstico;
asi mismo, estas técnicas tradicionales de escrutinio pierden
confiabilidad al realizarse por separado.

Es por todo lo anterior, que dada la importancia del cancer
cervical como problema de salud mundial, gue se pueden realizar
las siguientes consideraciones:

1. Se debe, fomentar la realizacién de estudios que sirvan para
definir especificamente el papel de los distintos tipos de VPH en
el céncer cervical, en el 4drea epidemiolégica, clfinica y

experimental.
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2.?Estéb1écer procedimientos de diagnéstico rutinario para
permitir al clinico la deteccidn réapida, sensible y confiable de
.infecciones por. los distintos tipos especificos de VPH.

3. Mejorar la prevenciédn y el tratamiento de las infecciones por
VPH mediante la educacidén para la salud y la capacitacién
profesional.

Pero sin lugar a dudas, los clinicos deben llevar a cabo un
seguimiento cercanoc de estas lesiones tomando en cuenta que
ninguna de estas técnicas debe ser usada en. forma aislada para

dar un manejo.
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