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RESUMEN

El cancer del cuello del utero (CaCu) es’ un gran problema de salud en los paises -
subdesarrollados. Dentro  de estos, Mexxco tlene una alta tasa de: mortahdad por esta
enfermedad, En la actualidad se acepta:que. mertos tlpOS de virus' del papxloma humano
(VPH) estdn involucrados en'su’etiologia.- A nivel mundi estima que alrededor del
99.7% del cancer cervical esta’asociado’ con la,m ccién’p PH Sin -embargo, existe
poca informacién en los regxstros de prevalenc:a y: 1str1buc10n ‘de “los: tipos . de
Papilomavirus humano en cancer cerv1ca1 y cérvi al: blacxon mex1cana

El objetivo de este trabajo fue determmar la frecuen ia r1buc1on de VPH en

los dlferentes estadxos que conforman la hlStOI‘la natural de las neoplasxas del cérvix, asi

' como su asociacién con'la historia reproductiva decada’ pamente, ade‘mas de comparar la
deteccion” de "VPH -por el tipo de muestra analizada " (bxopsxa y~raspado cervical). Se

‘analizaron un total de 154 muestras: 65 sanas, 24 lesiones’ de alto grado (NIC II-1II), 21
lesmnes de bajo’ ‘grado (NIC 1).y 44 casos de céncer invasor.-La detecciéon de VPH se

',reahzo con la'técnica de  Reaccién en Cadena de la Pohmerasa (PCR) con tres diferentes
“juegos de ohgonucleotldos universales para la regiéon L1 de VPH. La tlpxﬁcamon de las
“muestras posmvas fue hecha con oligonucledtidos especnﬁcos para: la region E6/E7 de
"VPHI16, y laregion’ LCR de VPHIS ademas de secuenciacion directa de algunos productos

de PCR. L

El VPH fue detectado en el 95.5% de los casos de cdncer mvaso '
de alto grado (NIC 11-11I), 66.7% de lesiones de bajo grado (NIC
mujeres sanas..En los cuatro grupos estudiados el VPH 16 fue el ,
VPH 18. EI:'VPH se detecté con mayor eficiencia en las muestra obtenidas’ po' ‘ b10p51a
(75%), que en aquellas obtenidas por raspado cervical. : : ;

El andlisis de los datos de la historia reproductlva mostré que hay correlacxon con el
numero de parejas sexuales, la edad de inicio de vida. sexual activa, el numero de partos y
embarazos.  Ademas de que no se encontro asocxacxon con tabaqulsmo 'y uso de
: amxconceptlvos orales.

Por lo anterior, una vez mas se comprueba la estrecha relacion que mantiene el virus
del papiloma humano en la génesis del céncer cervicouterino. A su vez existen también
una serie. de: factores externos e internos que actuando en conjunto pueden llevar a una
lesion de bajo grado a progresar en forma maés rapida hacia un cancer invasor.



ANTECEDENTES

El cancer del cuello del utero (CaCu) es un problema de salud 1mportante en palses' -

subdesarrollados. Se estlma que cad afio se_ dxagnostxcan 500 OOO casos nuevos. n -

VPH inducen transfo



en fdiferentevs paises delr’mun‘do‘ ”_(~1\3’Ac>ysc et al

hetal 1995 Walboomers) et al




Paplloma Humano ha  alca ; “en: al‘vunos paises

@:uentes, asi

como cuantificar los prmclpales factores de rlesgo asocxados ala mfeccmn por VPH




base de su posible relacion con la-presencla de mfeccmn por papllomavirus ;




INTRODUCCION

QUE ES EL CANCER

El cancer es un trastorno en los mecamsmos que controlan la prohferacmn y la

d1ferencxac1on de las células de orgamsmos superlores (1a cél 1' arlota) Esto qulere‘

del"p"'ceso d Adlferéncxacxén y ‘muerte

decir, que ‘en los tumores ex1ste una deﬁcxency

‘r'celular ademas de una est1mula<:1on del proceso de proliferacié celular.

Celula normal y célula maligna ,
En un orgamsmo plurlcelular existe un respeto a mantener una estructura Jerérqulca, a51

las células que mtegran un tejido normal se caracterlzan por tener rasgos como ‘los

siguientes:

. respetan'una dlvxsmn de funcmnes dentro del te_| 1do

e tienen un citoesqueleto con una organizacién bien determinada

En contraste con las células normales, las celulas mahgnas han perdido estas
i caracterlstxcas pero han adquirido otras, como: l ' '

e  son inmortales

* la proliferacion es descontrolada

e son independientes de anclaje

e hay pérdida de la inhibicidn al contacto

® existe una diferenciacion errénea de las células

e la bioquimiqa propia de la célula maligna éS‘Adiférenvte a la utilizada en la célula normal.



FACTORES QUE ORIGINAN EL CANCER

4 tumor ‘mali ‘no a partir de una celula ue altero




‘ ‘progreswn tumoral se. ermende actualmente como un fenomeno que puede o no ocumr en 7

una neoplasna bemgn ‘depe dlendo del estlmu]o al que este expuesto (Camplon, 1995

FACTORES EXOGENOS Y CANCER

En cuanto a las causas que pueden estar originando un cancer, hoy en dia se acepta
que éstas se dividen en dos grandes grupos: las exdgenas o ambientales, asociadas al 80-

90% de todos los canceres padecidos por el ser humano, y las enddgenas, a las que se les
debe el 10-20% restante.



‘De algina manera, en mayor. o menor. medida, todos vivimos ‘sumergidos ‘en-un’ -

“involuntariamente nos vemos a diario expuestos.

Compuestos Quimicos y Cincer

nfeccxones, 1rr1tacnones,'

Agentes Fisicos y Cancer

El céncer también puede ser la consecuenma de la accnon de agentes fisicos, como
son, las radiaciones, las cuales pueden ser genotoxzcas y no genotdxicas. Es conocido que
las radiaciones genotdxicas pueden ser ionizantes y no ionizantes. Las ionizantes (rayos
gamma, rayos X, los neutrones o particulas cargadas) son las de mayor contenido

energético y atraviesan la materia viviente ionizando a su paso atomos y generando los



llam'adqs' rédicaleé

ibres; que son’ grupos qumICOS muy actwosv y nocivos,- causantes del

- por los equlpos electrénicos de uso cotldlano

Agentes Biolégicos y Cancer

En el terreno de los factores blologlcos destacan vprmc1palmente algunos virus que,

: adtijél'i_c_i‘ad_j

tener un origen viral (Cramer, 1993,
Murnane, 1997). CERERR e



Vzrus ADN Tumor ales )
Hel pes tlpo alfa Hérpes stmplex t1po 1 y 2

2.7
3.
4. Polyor
ti}mcj_‘r'és' neurales.
Vzrus ARN Tumorales

Estos vxrus causan o recuentes tumores que aparecen en muchos ammales~

(leucemlas, (lmyf}oma‘s - sarcomas.y

tumores mamarlos en aves, roedores, gatos y‘ monos) ‘Los
primeros: retrovirus

células “T.: Ho

Lymprhiot’r‘op‘xc L

Estres y C'\ncer

Otra causa que se relacxona con el aspecto ambxental pero sobre todo con. la forma

negativas pueden contribu
mecanismos que
pueda estarjugand

disminucion de la'vigilanc

1



de- los canceres“ y estos s deben a 1a transmlslon de mutac1 ceswos*~

con smdromes de cancer, ‘como ejemplo tenemos el retmoblastoma 'y cancer de mama.

COMO SE GENERA EL CANCER

Ya sea que se trate de compuestos quimicos; de: radiaciones, de virus, o de

elementos endégenos, se ha propuesto que el blafncol directo 'oiindirecto de todos estos

factores cancerigenos es el material genético (ADN)f oy.e dia se sabe que el dafio ocurre

especificamente sobre genes determinados y que stos genes comparten algo en
comun, es decir, los llamados genes del cdncer que:se conocen hasta el momento codifican

para protemas,-que de una u otra manera,”controlan 1as funciones de proliferacion y

dlferenmacm e la célula eucaridtica. Por lo t na mutacmn en uno de estos genes, si

no sefrepar' q _da fi _]ada se convertird en una mutamon mlcladora y esta célula alterada

_sera 1a celula madre del clon que dard lugar a la neoplaSLa (Fldler, 1997; Lewin, 1998).



Dos eventos* 1mportantes en- la 1nvest1gac16n cxentiﬁca, el descubrimiehto dé 71‘os :

transformacxén,d las células.ya inm vahzadas po los oncogenes nucleares E

13



Genes Supresores

La ex1stenc1a de‘iestos genes supresores»del cancer se’ reglstré por prlmera vez a

partir de los resultados obtemdos on experimentos de h1b dacxo’n;de celulas somatlcaS' la

fusién de celulas' ormales’con células malignas:resulta‘en una rogenxe hxbrlda de. celulas o

a cabo a través de cambios bloléglcos en secuencias de

eventos varlados 10 que condlcxona alteraciones genéticas multlples que pueden involucrar

la actlvamon de oncoge es y la perdlda de genes supresores del crecimiento.



CANCER CERVICOUTERINO

DESCRIPCION MORFOLOGICA ;

El céncer del cuello uterino (CaCu) es el segundo cancer mas frecuente. entre Ias
mujeres - en el mundo entero. Se estlma que el numero de nuevos casos dlagnostlcados por‘v -
afio a nivel mundial es de alrededor de 500 000 casos. Esto epfesenta el. 12% de todos los
cénceres dlagnostlcados en- mujeres.y cas1 I rrﬁtad muere por-esta: caus"‘(Parkm, 1988

DlSala, 1997)

Epld 1cal se comporta como una enfermedad de

7

transmlslon ' mujeres que han temdo varlas parej as sexuales y

generalmente de 10 a 20 afios (Kiviat, 1993; Crum, 1993 VTorroella ] 998a) £

EL CUELLO UTERINO SANO

Durante los tltimos 50 afios, se ha estudiado exhaustivamente ',él“f;t:ucelld‘ute;ri’pq‘,‘
tanto sano como enfermo, con lo que se ha obtenido més conocimiento e infor acion ‘:d‘e..»la
historia natural de la neoplasia cervical. :

Histdricamente el cuello uterino normal se ha descrito en la literatura gmecoléglca

como cubierto por dos epitelios: a) El Epitelio Escamoso Original (cubre la vagina y el

15



deila‘abertura‘externa; ‘que varia

metaplasia

n esta zona’ de: transformacién

precursores del céancer cerv1ca1 (Cramer 1993 Camplon, 1995 DlSala ‘997)




- NEOPLASIA iNTRAEPITELiA 'CERVICAL

escamosas 1ntraep1te11ale

g alargamxento nucle

NICII Los. :

S an, » ‘este’caso en
es del epitelio. - :

los dos termos mf i

NIC ‘III ~

todo el epltello es com nml pleomorﬁsmo celular y nuclear -y las ﬁguras mltotlcas son-

Carcmoma in sztu) Se presentan estratos celulares mdlferenmados en

anormales

17



Figura 1: La,hi$toria :hatural de la neoplasia cervical en la zona de transformacién del epitelio
" cervical (Tdmédd de Stern P., 1996)

Eplitelio l Epitelio

Columnar Metaplasico | Epitelio

Escamoso

Zona de Transformacién del cérvix y Neoplasias asociadas

Actualmente, no se conoce €l tiempo que se requiere para que una lesién
evolucione desde displasia’leve a:displasia severa, o a -un céncer-invasor, determinéndose

por medxode delc icos Ton
and Richard (1968) leulado’ que el tiempo - promedio que le ‘tom lesion

intraepitelial progresar al siguiente grado de malignidad es de aproximadamente 5 afios.

‘ ‘, El pwrpc‘eAso :de

frotis cervical (Papanicolaou), esta’

TESES con
FALLA DE ORIGEN

|
i
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Tabla 1: Comparacién de la Clasificacién Citolégica

sistema de clasificacion

hallazgo Grupo Grado Bethesda
Negativo ... Grupo 1 ~ Negativo Negativo

Incierto Grupd il ~xl00 7 Incierto ASCUS
Anormal : 'Grﬁpb m . NIC Anormal
‘ Mla. ©  NICI/condiloma LEI de
T SRR bajo grado

w0 NI " LEl de

R 8 R NIC 111 altovgrado

“Grupo IV NIC i
: 'G}upo v Céncer Céncer

LEl Le516n Esc mosa Ir ,pitelial
ASCUS (por sus snglas en lnglés Atypical squamous cells of unknown significance)

N]C Neoplasm lntraepntehal Cervical

CANCER INVASOR DEL CERVIX

Se habla de un céncer invasor cuando las células tumorales no estan formando una
estructura bien definida, circunscrita y loCal sind:fque, por el contrario, pueden migrar,

atravesar la membrana basal del tejldO orxgmal y trasladarse a través del torrente sanguineo

o linfitico a érganos dlstantes q pue n colonizar o invadir, para formar nuevos

cremmlemos tumorales :



(Flgura 2).

Estadio I: La enfermedad ‘esf‘a é(él’{isvi\‘{améhté limitada al cérvix -

IA:  Enfermedad microinvasiva picamente. -

IA1l: Invasidn al estrbma menc mm horizontal.

1A2: Invasion al estroma de mm de profundidad *y no mds de 7 mm de extensién

honzontal

IB:

IB1:

-IB2:

6stico macroscopico.

20



IIA:
1IB:

IIA:
1IB:

IVA:
IVB:

- pelvnca i

- Estadio IVElt

Estadio II: El cancer se extlende mas alla del cérvix, sin alcanzar la pared pélvica;

involucra a la vagma in omprender el tercm inferior, puede: haber mfiltracxon al

parametrio, pero no a los lados laterales de la vagma

Tumor que se hae ldO en los dos tercws superlores de la vagma }‘ L

Inﬁltracmn al P ametrlo lateralmente sin. alcanzar las paredes laterales de la pared

Estadio III: - El tumor involucra el tercio inferior de la vagina o la pared pélvica o

causa hidronefrosis.

El cancer mvade el tercxo mferlor de la vagina.

stemmacxon del tumor a la pared pélv1ca

nor afecta érganos vecinos o distantes.

tal 'ér‘gan_ds’adya(:entgs). =

21



Figura 2: La clasificacion por estadio de la enfermedad esta basada en diversos estudios de
diagnéstico como la examinacién fisica, radiografias de rutina, colposcopia, citoscopia,
proctosigmoidoscopia y estudios de Bario del coldn inferior y recto, entre otros (tomado de: DiSaia
PJ and Creasman WT, “Clinical Gynecdlogic Oncology”, Fifth ed., 1997, pag: 1-32).

TESIS CON

o2 FALLA DE ORIGEN



FACTORES DE RIESGO PARA CANCER CERVICAL

Un gran nimero de estudlos epldemloléglcos reahzados “por dwersos mvestlgadores

actore de nesgo parecen estar mvolucrados en su.

‘mas 1mportante para la enfermedad y que es independiente de la edad en que se tuvo la

23



Paﬁi'#,' 36

inicié u

leS epldemlologlcos han asomado otros factores etlologlcos con

las hormonas sexuales, la dleta las

s del herpes yel estado del sistema nmunolégxco,'
man, 1993;
robable. de

3a) argumemando

etapa del desarrollo del tuv )
_plon, 1995), por lo que una
es s Epropuesta por Nubxa Muﬁoz (

stana ’actuando durante los pnmeros estadlos del proceso

24



carcmogemco (por"'nfecctones en Ia adolescencxa o mull1ples parejas sexuales) ‘mientras

que ]os factores honnonales (asoc1ados a uso de amlconceptlvos oxa]cs y-par 1d'1d) actuarl'\n

‘en los estadlos taldlos

claros los mec nis

mtraeplteha] que posterlormente progresa (en algunos pacnentes) a cancer mvasor

PROPIEDADES DE LOS PAPILOMAVIRUS

Los Papilomavirus son estrictamente epltellotropxcos e mduce

'-prohferamones '
epiteliales y fibroepiteliales benignas y malignas de la plel y: mucosas en umanos y V'\rlas o

especies animales, -

Son- pequenos v1rus de ADN sm envoltum cla51ﬁcado entro’ de la” familia



cadena que se lelde en tres 1eg10nes 1mp01tantes (Flgur'\ 3) una legxon tempmna (E) Ia‘

la regulamon de su- expresmn'( Mansur, 1993; Howley, 1996) (Tabla 2)

Tabla 2: Funcién de distintas regiones del genoma de los VPH

Gen

El

£4

ES

E6

E7
L1
L2

LCR

Funcién v propiedades

Inicio de-la replicacion, acuvnd'\d de- hcllC'\S'\ Y ATPas1 mlcrac,ci()na}con E2y
modula la transcnpcnén R T : DT ’

Regula la transcrnpcnon 1u\|l|ar en V12 repllcacnén vnral Iorma complejos con l‘l

. Dcsestabllua esn uclulas dc cnloquur'mn'\

/" replicacion viral'y elementos de respuesta a'diversos factores, entre ellos hormonas
e y la protefna E2

26



LCR Region  conservada  y
expresada en tejidos y
lineas celulares de céncer
cervical.

Region donde
ocurren los
rompimientos ¥
durante la i
integracion

Region que se
pierde o no se
expresa
después de la
integracion

Figura 3: Genoma de VPH 16. Presenta ADN de doble cadena con aproximadamente 8 Kb de longitud, su
genoma tiene tres regiones basicas: Una regién reguladora (LCR) que contiene los controles de la replicacion
y transcripcion. Una region de genes que se expresan tempranamente (Protefnas El, E2, E4, ES, E6, E7) los
cuales participan en la activacidn de la transcripcién, transformacion y replicacion. Por dltimo una regién de
genes tardios (L1, L2) responsables de la formacion y maduracién de las particulas virales. (Tomado de
Robert D. Burk, Albert Einstein College of Medicine, Human Papillomavirus and the risk of cervical cancer,
12-23-96)

Aproxxmadamente cerca. de 70 ‘a 90 tlposi de papllomavxrus humanos han sido

’que lo distintos tlpos de- Papllomavu'us presentan variaciones genéticas, cuando estas

dlfe nmas an del 10 al 2% se trata de un subtipo, y cuando las diferencias son menores al

2%, se consxdera una variante del tipo de referencia (Van Ranst, 1993; Zur Hausen, 1996;

leano et al. 1998), muchos de los tipos identificados tienen tropismo por el epitelio

TESIS COR
27 FALLA DE QRIGEN




' escamoso’ anogemtal‘ e los
“42 44 etc)

1nterac01én puede x":'ac V1v cxéh riorrhal de pRb y enviar al ciclo celular a la fase S e
inducir la’ sintesm d s“decu, pRb en su funcién supresora se encuentra no
fosforilada'y. umda al’ factor de transcripcion E2F-1; al unirse E7 a pRb, el factor E2F-1 se
libera y promueve 1a transcrlpcxon de genes dependientes de él (Mansur, 1993; Howley,
1996; Lazo, 1999). También, se ha propuesto que la proteina E7 de VPH 16 induce la
degradacion de Rb por la via de ubiquitina-proteosoma (Boyer, 1996) (Figura 4).

28




ya qu solown‘p qu er’i" }porcenta_je de mujeres mfectadas con VPI—I‘de alto nesgo
desarrollan céncer (DlSala 1997; Rhoda, 1998) : '

Fase del clclo cetular
Gt

o, 9
(= —

HPV.E7
HPV-E6

ubiquiting
@ E2F l ubiguitina

} VO

!
Degradacisn Degradacion

Flgura 4: Efecto dual de las proteinas E6 y E7 de VPH en el ciclo celular. Posible
mecanismo por el cual se puede explicar los estados de deficiencia de las proteinas

supresoras de tumores p53 y pRb en una neoplasia cervical (Modificado de: Lazo PA,
1999)

TESIS CON
YALLA DE ORIGEN |
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CICLogvﬁI_T:Alg DE LOS PAPILOMAVIRUS

d1 € que los papxlomawrus son altamente espeme-espemﬁcos e mducen lesxones

mten31dad e efia aumenta con51derablemente en las celulas mas diferenciadas y al

mlsmo tlempo se reglstran altos niveles de replicacion del ADN viral (Dtirst, 1992).

30 .




Estrato
Comea

Cuaps

Diferenclacion T
Capa

&
Proliferacion l v

Gramaar

Producclon de virones™ =7
Expresion de protelnas de la eapside
Ensamblado de los vifones
Romplindento nuclear

Liberaclon viral

Etapn de replicaclon del ADN virsl
Producclan de protelnas tempranas

Infeclén por VPH
Transporte nuclesy
Producclan de protelnas
tempranas

alfR6-betad Integring

Figura Sa: Ciclo de vida de Papilomavirus humano dentro del epitelio escamoso estratificado. El virus
infecta las células basales del epitelio, que proliferan activamente. Conforme se diferencian las células, el
virus se replica, se transcribe y forma particulas virales completas que se liberan con el recambio del epitelio

diferenciado (quiﬁcado de: Rhoda, 1998)

repllcacxén regulada y acoplada a la fase “S” del c1clo celular, ambas étapas ocurren a nlvel

de celulas basales y suprabasales,
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dlferenmacmn epltehal V .mdlspensable en la produccnén y maduramon de las partlculas

v1ra1es infectantes (Meyers, 1997).

celulas epliellules diferencladus
Infectudas

cetulay epltellales
suprabasales Infectadas

Divisién
celular

celulas basajes cpltellales

celulas epiteliales basales
escmnosas infectadas

Figura 5b: Ciclo replicativo de Papilomavirus. El conocimiento acerca de los pasos iniciales del ciclo

replicative del virus es totalmente limitado, pero se podrfa esquematizar como sigue: (1) fijacién del virus a
la membrana celular, (2) entrada del virus, (3) endocitosis, (4) transporte del ADN viral al nucleo, (5)
transcripcion de los genes tempranos, (6) traduccion de las proteinas tempranas, (7) fase de replicacién viral.
Los siguientes eventos ocurren en los queratinocitos totaimente diferenciados, (8) replicacién vegetativa del
ADN viral, (9) transcripcién de los genes tardios, (10) produccién de las proteinas de la capside L1 y L2, (11)
ensamblado de las particulas virales, (12) rompimiento nuclear, y (13) liberacién de nuevos virus infectantes.
(Adaptado de Fields Virology, third edition, 1996, cap.65, by B.N.Fields, D.M. Knipe ef al., Lippincott-
Raven Publishers, Philadelphia)
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VPH Y CANCER: HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION

El Papilomavirus Humano es un virus transmitido sexualmente que ha sido

estudiado de prlmera instancia en el contexto de su papel como el principal factor de rxesgo,

ep1demlologxco para cancer cerv1ca1 y como agente blologlco capaz de modlﬁcar el

1997 Ho et al, 1998)

Transmision

Las infecciones gemtales por VPH son prlmarlamente transmitidas por contacto

sexual, en los smos del eplteho que presente mlcrotrauma o alguna maceracion. Otros
men! ortante son a través del material médico, fomites y

una mama infectada (Morrison, 1994; Zur Hausen,
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Campion (1995), describe el':éurso de lé'infeccién’,de la mgiiieﬁté manera: (Figura 6)

et al. 2000)

mfeccxosas

viral activa en algunos sitios p

del epitelio, de los capllares,: : :

vascular pueden ser wsxbles en'la forma de un papxloma exoﬁtxco Pero si el crec1m1ento

capilar no es suficiente para producir una verruga, la lesion permanecera subcllmca, la cual

~ puede ser reconocida colposcépicamente después de la aplicacion de-acido acepco al 5%
(Handsfield, 1997). T e

Fase de Represion del Huésped. Después de aparecer alguna lesnon clmlca o subclmlca el'

huésped desarrolla una respuesta inmunoldgica celular para su defensa. Duran e: a'v fase de
represion, los condilomas clinicos pueden revertir espontdneamente hasta en un 20% de los

individuos infectados (Zur Hausen, 2000),

Fase Tardia. Se observan dos grupos aquellas pacientes que permanecen en una remision
clinica sostemda y las que recaen. después de un intervalo libre de enfermedad y contintan

con una fase de expresx ; n' activa: del virus. En este ultimo grupo existe mucha probabilidad

de que las lesxones progres hacxa la mallgmdad partlcularmente si el tipo viral presente

es del grupo de alto rlesgo (VPH 16 o VPH 18) (Vllla, 1997).
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La persistencia contin iral y el'hecho de que se transcribe

en las celula premalignas alignas” resuita alta;rriénfe‘:'sﬁgest‘ivrd de su pap:

(Ikenﬁéré eta11994) ‘Sin embargo no qebéfﬁbs ;exclulrflav

 participacion ' de.

S 'cjéifvicva; queesm Itifactorial y un proceso de muiltiples etapas, (figura 7) (Schneider and

Koutsky, 1992y,

INFECCION POR VPH

Figura 6: Curso de la infeccién por VPH. a)Fase de incubacion, se producen miltiples copias del genoma
viral que se propagan a las células vecinas. b)Infeccién latente, el genoma viral persiste pero no hay
particulas infecciosas y la célula no se destruye. ¢)Infeccion subclinica, se presenta una proliferacién rapida
del epitelio y de los capilares, formando lo que conocemos como verruga. d)Infeccién clinica, el huésped
desarrolla una respuesta inmunolégica celular para su defensa. En este tltimo paso existe la probabilidad de
que las lesiones progresen hacia la malignidad, principalmente si el tipo viral presente es de alto riesgo.
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§ VPH,»'mfecmon con tlpos de alto rlesgo, y multlples parejas sexuales, entre otras.

B
% Infeccion
b subclinica
g
5
3 Neaplaslas
.é intraepiteliales
S
g
&
Carcinoma
in sity
Céncer
Invasor

n

I Infeccién por PVH

]

Persistencla del
ADN viral

B

Hormonas
(estrégenos y
progestsrona

Desregulacién
y ampllficacién de!
ADN viral

Integracién y/o
alteraciones en el
genoma viral

Mutaclones en genes celulsres,

modificando la
divislén y diterenclaclon celular
myec, ras, p53

/ Cofactoros

= Divisién celular

« inestabilidad gendmica

« Expresién de
oncogenes virales
E6YE?

Figura 7: Se muestra la correlacion entre los eventos clinicos (izquierda), moleculares (centro) y los
cofactores asociados al desarrollo del CaCu (derecha), estos cofactores pueden afectar la patogénesis a
diferentes niveles, lo que se muestra como un sobrelapamiento entre ellos y con los eventos a nivel molecular.
Las flechas hacia arriba indican las fases clinicas susceptibles de regresion mediada por inmunidad celular.
Las flechas hacia abajo muestran la progresion de la enfermedad (Tomado de: Gariglio et al. 1999).
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OBJETIVO GENERAL

Conocer la frecuencia y dlstnbucxon de los tlpo de Papxloma Vlrus Humano mas"'
frecuentemente asociados = a neoplasms del cerwx en Mex1co, tanto en cancer mvasor, ‘

como en estadios premahgnos, y en’ mu_]eres sanas

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la presencia de VPH en mujeres mexwanas con céancer mvasor lesxén de .
alto grado (NIC II, NIC III), lesion de bajo grado (NIC I) y. sanas, medlante la técmca
de Reacmén en Cadena de la Pollmerasa (PCR) ; ‘

2. Tipificar: lo ncontrados: en: la: dlferentes lesmnes del cerv1x por medlo de

os. productos‘de PCR y el uso de ollgonucleotldos especfﬁcos,

3. D‘et_e'rmrmar por medio de una prueba de concordancia (Kappa), si son comparables los
~* ‘muestreos mediante raspados cervicales y biopsia del cérvix de una misma mujer en

cuanto a la deteccién de VPH.

4. Determinar si existe alguna asociacién entre la distribucién de VPH encontrada con la

histologia, la citologia, la edad, la vida sexual y reproductiva de las mujeres en estudio.
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MATERIAL Y METODOS

Se colectaron un total de 185 muestras, tomadas de mujeres mex1canas de cualquler

edad, que asistieron a las siguientes umdades hospltalanas para su atencuSn Instltuto

Nacional . de Cancerologfa, Hospltal “General deiMexxco, Centro de Salud “Castro
‘Vlllagrana” (IMSS) y 1a Climcay ‘MEXFAM “'

a Vllla” de enero a dxclembre de 1995

Los crlterlos de inclusién fueron’ los 51gu1entes

:e) que accedleran oluntarlamente a partlclpar en el estudlo mechante firma de :

. consentxmxento informado

Los cnt ios de exclusxon fueron

a) paclentes con’ tratamxento preV1

b) pac1entes con otro umor dlferente a CaCu

an'a partlclpar en el estudio

Lasrrriuestfésnfderon agrupadas como sigue:
44 casos de Céancer Cervicouterino invasor
47 6ask_)s de Neoplasia intraepitelial cervical (NIC) de alto y bajo grado

94 casos de mujeres con citologia cervical normal
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CUESTIONARIO

Se elabord un cuestionario para evaluar las caractenstlcas Gmeco obstetncas como

leida, comprendxda y ﬁrmada por a'pacxente para: aceptar participar € udi()','(\/ér’

apendxce)

MUESTRAS BIOLOGICAS

La toma de muestras blologlcas de és.de un examen

ginecoldgico y colposcépico minucioso,” esta ‘muestras ;consistieron :de una’ bxopsxa y

raspado cervical, de la siguiente manera:

a) En pacientes con cancer cervicouterino

e Raspado cervical, para diagndstico de VPH ijor"P‘C'R . i :
e Biopsia cervical, una parte para diagnéstico-his'tovl‘égic}o‘ yotraparte, para diagnéstico
de VPH por PCR ‘ R =

(En estas pamentes, el diagndstico lo da la histologia y -noel anahsls del Papanicolaou, por

lo cual, éste no se incluye).

b) En pacientes sin cdncer cervicouterino

e Raspado cervical, para diagnéstico por Papanicolaou
e Colposcopia con 4cido acético 5%
-si es negativa, tomar un raspado cervical para diagnéostico de VPH por PCR
-s1 es positiva, tomar ademds de un raspado-cervical, una biopsia de la zona

acetoblanca, para diagnoéstico de VPH por histologia y por PCR.
El diagnéstico citolégico e histolégico de todas las muestras incluidas en el estudio fueron

interpretados por un solo citélogo y un solo patélogo del Instituto Nacional de

Cancerologfa.
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OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

RASPADO CERVICAL Las muestras de endo y exocérvix fueron colocadas en’ un tubo :

ico conico con'5-ml de. solucxon PBS estéril. El tubo es agltado en- ortex para,

BIOPSIA CERVICAL Una vez que ‘es ex ra{da ] pel dorff, se

ethueta y se mantiene en hielo hasta que es: trasladada

_congelador_de ~70°C 'y -

' guardada para su procesamiento,

EXTRACCION Y PURIFICACION DEL ADN

RASPADO CERVICAL: La muestra descongelada, se resuspende en 1 ml de Buffer de
Lisis (Tris.Cl 10mM pHS8, EDTA .1M pH8, SDS .5%, Proteinasa K 200ug/mI,’ RNAsa 20
ug/ml ), e incubada a 37°C toda la noche (Sambrook ef al. 1989). ey

i ‘BIOPSIA CERVICAL _’Se toma una - -pequeila porcidon de la mueStra, con una hOJa de ,

blsturl diferente para : ;'ada muestra, y se corta hasta disgregar el -tejido,- después ‘se

'resuspende en un volumen total de 500 ul de Buffer de lisis (Tris.Cl 10 mM pH81 EDTA . ;

e lM pHS, SDS 5%, Proteinasa K 200ug/ml, RNAsa 20 ug/ml), e mcubada a 55°C toda la

noche (Sambrook et al 1989)

La extraccmn del ADN en ambos tipos de muestras se realizd con fenol-cloroformo y

prec1p1tac16n con etanol, segun la técnica descrita en Sambrook (1989).
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DETECCION Y TIPIFICACION DEL VPH

El dlagnostlco de VPH se reallzé mediante la técnica rnolecular de Reaccnén en -

ampllﬁcada del tamafio esperado.

Montaje de la reaccién

En cada reaccion de PCR se incluyerén 1'ojs sigﬁientes controles:
e gen de B-globina : :
* contaminacién (tubo con n

10X PCR mpli 4U  (Perkin Elmer), 10 pM de cada
ollgonucleétldo ‘agua esterll y de 100-200 ng de ADN celular.
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Amplificacién del gen de ﬁ;globma <

Para comprobar que el material . obtemdo durante la: extracc1on era. adecuado' para '

estras:se es“ampllﬁco un fragmento "de gen de la’ B-

gen. altamente conservado en. los md1v1duos Se'

55°C por

Amplificacion de la region L1 de Papilomavirus

El ADN que se comprobé adecuado para la reaccion de PCR (muestra B-globina
positiva), fue utilizado para amplificar secuencias de VPH mediante una serie de
oligonucleétidos universales que amplifican fragmentos de diferente tamafio de la regién

L1 de una amplia variedad de VPH.

A) Todas las muestras se ampllﬁcaron con los ollgonucleétldos universales MY09/MY11

' reglon Ll del genoma de VPH

5! dando un fragmento aprox1mado de.

de detectar mas ‘de veinticinc txpos v1rales (Resmck et aI 1990
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Con la sxgulentes condlclones 38 mclos de 94°C por 40 seg., 48°C por.1 min.,, 72°C
por405eg - S

C) A su- vez estas muestras también se anallzaron, con otro par de ohgonucleétldos ;

GPS/GPG), locahzados dentro _de

iciones de amplificacién utilizada
~ para los olig S
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DETERMINACION DEL TIPO DE VPH

La tipificacion de las muestras positivas para: VPH _se_realizé - utlllzando 5

oligonucledtidos especificos para la regién E6/E7 y LCR (reglén larga'f‘de control) de;

papilomavirus tipo 16 y 18, que son los mas asomados a lesiones premal nas y, mallgnas
del cérvix (Mufioz et al. 1997).. oo '

: VPH18 ),:q‘ovﬁ:'el fin de asegurar la tipificacién de

LCR 18a 5°-TTT CGG TTG CCTTTG GC ,_TAT G-3’
LCR 18b 5°- CGG TTG CAT AAA CTA GT 'AT—3’

Secuenciacion del ADN

Finalmente para determmar el tlpo de VPH en todas aquellas muestras que no fueron
VPH 16 ni VPH 18, se realizé la técn
los productos de PCR obtenidqbls”cdﬁ», os ollgonucleétldos generales, purificados por medio
de Qiaex II (QIAGEN). Péfé 1a~$ec§en'cia se utilizd el kit Thermo Sequenase radiolabeled

Terminator Cycle Se_quencing (Arriersham Pharmacia Biotech) y marcaje con Fésforo 33

a de secuenc1acxon directa (Sanger et al. 1977) de

(Amersham Pharmacia Biotech), se realizo electroforesis en gel de acrilamida 8% mas urea
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M, | a 1800 volts pof 2 hr la secuencia obtemda se metlo a un banco de datos (BLAST) W

para’su comparacxon con secuencias de ADN de VPH y deterrnmar el txpo ; L

ANALISIS ESTADISTICO

tendencia, segin lo requiriera cada analisis (Zar J e

Para el anallsls de concordancxa entre la de

Figura 8: Organizacién simplificada (linealizada) del genoma de VPH tipo 16 y Representacion
esquemadtica de la posicién en el genoma viral de los pares de oligonucleétidos utilizados en el
estudio para amplificar la regiéon L1 de VPH
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RESULTADOS

Para este estudio fueron reclutados un total de 185 casos El examen hlsto cnologxco_‘-

e. '3 muestras inadecuadas

45 cdsdszdé_!ne‘oplasia intraepitelial cervical
21 cOh'lesiones de bajo grado/ NIC T
~# 24 con lesiones de alto grado/ NIC II-NIC III

44 casos de CaCu Invasor o
¢ 36 Carcinomas epxdermmdes ( 13 queratmlzantes y 23 no queratmxzantes)
e 2 Adenocarcinomas
¢ 4 Adenoescamosos

e 2 Indiferenciados
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‘La edad pr‘or’n'e,q'ib de las baéiet{tes ajus;tada"}vagbf‘é‘l' ipo de lesién fue: B

DETECCION DE ADN DEL VPH 3 :

Se analiz6 la serie completa de 154 muestras que prewamente fueron posmvas para el
gen de la B-globina, para determinar la presenma de \ P Cab" aclarar que se reallzo un
ensayo previo de deteccidn de VPH, usand & ;
proteinasa K, sm embargo, no se logré '

pur1ficac16 d' 1 AD

30 muestras posmvas, a las 66 muestras que siguieron negativas se les amplxﬁcé con los

ohgonucleétldos LIC1/LIC2, en donde se obtuvieron 5 nuevas muestras positivas.
Finalmente en 93 casos (60.4%) de las 154 muestras analizadas, se detecté el ADN de

alguin tipo de VPH, quedando un total de 61 muestras negativas al virus.
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Grifica 1: Numero de muestras positivas y Negativas a VPH de
acuerdo al par de oligonucleétidos utilizado en la deteccion.

ales MY09/MY11 GPS/G% .

_ tlda a los tres snstemas de PCR con el ﬁn

relac nA entre ellos " Los resyltados de las 49 muestras‘ '

mayor nimero de muestras positivas, 41 de 49 (83.6%), se
a . el‘ par de oligonucle6tidos L1C1/L1C2. Por su parte,-con los
, 30‘de 49 (61.2%) muestras positivas. Con los MY09/MY 11 se tuvo

un total de 14 muestras posmvas al virus, lo que da un porcentaje de 28.5%
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juegos de Eligdnixc t1dos utlllzados se obtuvo sélo en 6 muestras

En la Grafica 2 se muestra el porcentaje de posmv1dad a VPH en los cuatro grupos

de muestras estudiadas, bserv do una clara tendencla al aumento. de 'posmwdad al virus

: Teii‘dyepq'xra mento en posmwdad a VPH' de acuerdo a~1a patologla

= ‘éfay'ié's’:tédls amente 1gn1ﬁcat1vo obteniendo un valor de P=0. 0001 :

Eh las

figuras 10 y 11 se muestran algunos ejer ‘ llﬁcacxonde un
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DISTRIBUCION DE VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

Porcentaje

MY

ava

LC

n=49

Figura 9: Resultados de 49 muestras sometidas a amplificacién por PCR con
los tres sistemas de oligonucledtidos utilizados en la deteccién de VPH.

1001 91.6 95.5

904
80+
70
60
50§
407
304
20
104

Sanas NIC1 NIC II-III CaCu

O Negativo B Positivo

Grafica 2: Distribucién del porcentaje de VPH encontrado en los 154 casos
estudiados, agrupados de acuerdo al grado de lesién presentado al momento
de la revision médica. La deteccion de VPH se realizé mediante
amplificacion con PCR de un fragmento de la regiéon L1 de VPH,
utilizando diferentes juegos de oligonucleétidos universales.
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_Figura- 10: Amplificacién simultinea de un fragmento del gen f-globina (268 pb), asi como, de un
fragrhénto de 1a regién L1 de VPH con oligonucledtidos universales MY09/MY11 (450 pb). (M) marcador
de peso molecular de 100 pb, (--) control negativo, (+) control positivo (CaSki).

780b CaCu
780¢ CaCu
1113c Sana
1134c Sana
14174 NIC 111
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4 540b CaCu
§ 863c Sana

- Figura 11: Amplificacién de un fragmento de la region L1 de VPH con oligonucledtidos universales
.L1C1/L1C2 (250 pb) Y GPS5/GP6 (150 pb). (M) marcador de peso molecular de 100 pb, (--) control

negativq, (+) control positivo (CaSki). En las muestras analizadas b) Biopsia, ¢) Raspado cervical
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comparacl

reglstraron ‘un'l

Debldo a la pamcular 1mportanma deilos tlpos v1rales 16 y 18 ‘en la etlologla del

CaCu, anallzamos su distribucién en los dlferentes estadios de lesnon cervncal (Graﬁca 4).
Observamos mayor positividad para estos tipos v1rales en las lesnones de alto grado y CaCu
invasor (62.5% y 68.2% respectivamente). Es importante mencionar que los tipos 16 y 18
se presentan desde las lesiones mas tempranas e incluso en mujeres con citologia normal,

aunque el porcentaje de positividad para estas ultimas fue relativamente bajo (12.5%)..

En el Cuadro 2, se describe el tipo histolégico en las 44 muestras de cétjéer
cervicouterino invasor que se analizaron. De 42 casos positivos a VPH, 22 (52.4%) fueron
clasyiﬁéécl‘oS como carcinoma epidermoide de células grandes no queratinizantes; 13 casos
' ,(3'1%'):‘ifue"ron carcinoma epidermoide de células grandes queratinizante; 4 casos (9.5%)

adenoescamosos 'y 3 muestras correspondieron a tipos histolégicos menos frecuentes.
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Tipos de VPH

n VPH- VPH+ 6 1116 18 31 33 35 39 44 45 51 52 54 58 59 61 66 *ND

154 61 93 1 143153 2 2 t+ 1 3 9 41 1 2 1 1 1 5

Cuadro 1: Distribucion de los tipos de VPH encontrados. La tipificacién se

realiz6 con primers especificos para VPH 16 y 18; y secuenciacién directa de los
productos de PCR.

* No se determino el tipo de VPH presente porque la muestra fue insuficiente para
el andlisis

9014 87 88
801
70
60
509
401
304
201 14

0 T

Sanas NIC 1

31

Porcentaje

NIC II-1I CaCu
O Bajo O Intermed. B Alto

Grifica 3: Distribucién de VPH por riesgo oncogénico, agrupados en tres

categorias: bajo riesgo, riesgo intermedio y alto riesgo, de acuerdo al tipo de
lesién
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Porcentaje

70 ' : 68.2
60
50
40
30

20
10] 77

4.6

NIC II-II1
OVPH 1S @ VPH 16 m16y 18

Sanas

Grifica 4: Distribucion del porcentaje de VPH 16 y VPH 18 de acuerdo al tipo

-.de lesion, asf como la suma del porcentaje de ambos. La tipificacion se realizéd

con oligonucledtidos especificos para cada uno de los tipos antes mencionados.

n=42
Histologia VPH + %
CECGNQ 22 52.4
CECGQ 13 31.0
Adenoescamoso 4 9.5
Adenocarcinoma 1 2.3
Indiferenciado 2 4.7

Cuadro 2: Tipo histolégico de muestras de cancer invasor
positivas a VPH.

CECGNQ: Carcinoma Epidermoide de Células Grandes No Queratinizante
CECGQ: Carcinoma Epidermoide de Células Grandes Queratinizante
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- Las: ﬁguras 12, y uestran ejemplos 'dei amphﬁcacxén porv' ’PCR con
ohgonucleotldos especxﬁcos para. los 'txpos 16 Y 18 ‘La ﬁgura 14 muestra un ejemplo de

fragmento de ADN  obtenido “por PCR con ohgonucleotldos

secuencxacxon de::
umversales MY09/MY11 y LICI/LIC2.

122 NIC I
19 CaCu
474 CaCu
859 NIC1
171 cacu
151 CaCu
901 Sana
356 CaCu
130 NIC 1T

-
]
)

Figura 12: Amplificacién de un fragmento de la regién E6/E7 de VPH 16 con oligonucle6tidos especificos
(16E6.1/16E7.2inv). (--) control negativo de la reaccién, (M) marcador de peso molecular de 100 pb, (+)
control positivo (CaSki), (C33) control negativo.
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Figura 13: Amplificacién de un fragmento de la region LCR de VPH 18 con oligonucleétidos especificos
(LCR18a/LCR18b). (M) marcador de peso molecular de 100 pb, (--) control negativo de la reaccién, (+)
control positivo (HeLa), (C33) control negativo. En las muestras analizadas b) Biopsia, ¢) Raspado cervical.
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Figura 14: Ejemplos de secuencia de productos de PCR de muestras positivas a VPH con oligonucleétidos
universales (L1C1/L1C2, sana; MY09/MY 11, CaCu) ubicados dentro de la region L1. Para la secuencia se

utilizé el kit de Thermo Sequenase Radiolabeled Terminator Cycle Sequencing (Amersham Pharmacia
Biotech) y marcaje con fésforo 33.

ADN DE VPH EN BIOPSIA Y RASPADO CERVICAL

En cuanto a la comparacion de detectar VPH de acuerdo al tipo de muestra obtenida,
se puede observar en el Cuadro 3, los datos de 91 pacientes (24 sanas, 11 con NIC [, 20
con NIC II-III y 36 con CaCu invasor), a quienes se les pudo tomar una muestra tanto de

biopsia como - de raspado cervical. Estos casos se agruparon de acuerdo a la condicion de
positividad ‘para VPH.
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Lo 1 (%) CONCORDANCIA
55 (60.4) 65.25%
22 (24.1)
13 (14.3)

1
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o vpretende comparar

ANALISIS Y DISTRIBUCION DE LOS DATOS DE LA HISTORIA CLlNlCA -

.- Con los datos obtenidos de la historia clinica se realizd la correlacxon entre los
dlstmtos parametros Para determinar la 51gn1ﬁcanc1a estadistica se aplxcaron las,pruebas de

et student” “exacta de Flsher -y “Xz.” de tendeqma’f, de acuerdo al txpo de variable’ que' se.

" observa que ex1sten'desde edades muy Jovenes (meno 9 ﬁdS),‘:l'c) que se mantiene sin
, camblos 1mportantes a partir de los 30 a 60 afios,'y _dlsmmqyef;lé frecuencia en edades mas

: avanzadas

El grupb de mujeres sanas registré edades desde 18 afios hasta los 72 afios,

déstécando la presénciav de mas mujeres en edad avanzada en el grupo de CaCu invasor.
Alcompararel ylrtafdmedio de edad entre el grupo de mujeres sanas y el grupo de CaCu

mvasor se encontr();que si hay diferencia significativa en cuanto a la edad en que se registré

0 05), al aplicar una prueba de “t student”.
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'cuanto a Ia poblacmn que

t man un mvel :

la enfermedadf

Para el caso del‘grupo.con :IClr'é"los‘datbs nos muestran un grupo heterogéneo donde

hay un’ porcenta_]e similar. d m Jeres que si se realizan el Papamcolaou constantemente y

' 1€ e se 1 h1c1eron para el diagnéstico de la enfermedad.
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DATOS DE HISTORIA CLINICA

Media D.E. ntevalo P
40 Sanas 379 123 18-72
NIC's 398 142 19-77 0.4336
35 CaCu 474 123 26-74 0.0002
30 . S
32
28
~8 .20
guoa
518
& e
'8
YL T T T - -
L2900 30-39 - 40-49 50-59 60-69 > 70
e Edad

- —#—Sanas - -@- NIC’s —e—CaCu

Grifica 5; Distribucién de la edad de acuerdo a los tres grupos analizados segin el
grado de lesién (Sanas, NIC’s y CaCu invasor). Se presenta también el promedio, la
desviacién' estandar, el intervalo de edad que comprende cada grupo, asf como el
valor ‘de P cuando se compara la media de edad del grupo de mujeres sanas con el
grupo de NIC's, y el grupo de mujeres sanas con el grupo de CaCu invasor.

80,

Porcentaje
&
2

PC+SI SC+BI BC+CT Prof
Escolaridad

R

A+PI

0O Sanas O NIC’s @1 CaCu

" Grifica 6: Distribucién porcentual del nivel de escolaridad por tipo de lesién. Las iniciales

de escolaridad son como sigue: A=analfabeta  Pl=primaria incompleta PC=primaria
completa SI=secundaria incompleta SC=secundaria completa Bl=bachillerato
incompleto BC=bachillerato completo = CT= carrera técnica  Prof= Profesional.

et
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Porcentaje

Porcentaje

90; 81.8
801 76.2
68.8

70
60
504
40
30 23.8
20
10

Sanas NIC's CaCu
0O No = Si

Grifica 7: Porcentaje de Tabaquismo, de acuerdo al
grado de lesidn.

90]
801
707
60
509
40

49

27.2

Sanas NIC's CaCu
@ ¢/aiio O vnico W@ nunca

Grifica 8: Frecuencia con que se realizaron el estudio de
Papanicolaou, antes del diagndstico definitivo.
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de ‘acuerc‘lo,al t1p de leSwn no utlhzaron ant;conceptxyo ,orales,

porcentaje

90
80
70
60
50
40
30
20
10

713

65.9
56.7

O No B Si

Griéfica 9: Porcentaje de mujeres que utilizaron anticonceptivos
orales por lo menos de un periodo de seis meses o mas, de acuerdo
al grado de lesion,

..‘.-'—‘ e
G5 OO

FALLA DE ORIGEN
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'ANALISIS Y DISTRIBUCION DE LOS DATOS DE LA HISTORIA REPRODUCTIVA

de asocxaclon ntre amba partes on la presenma de lesién cervxcal Las varlables que se

1o, se establecxo una nueva variable, obtenida como resultado de restar a la

1da sexual activa (IVSA), la edad de inicio de prlmera menstruacmn

contacto con agentes ‘infecciosos transmitidos sexualmente, con el fin de ver 51 exnste

: alguna relacion con la presencia de VPH y el tipo de lesidn cervical.
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tados’ se muestran en las Grificas

> fue del 58%.
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DATOS DE HISTORIA REPRODUCTIVA

Menarca
Sanas
NIC's

1VSA
Sanas
NIC’s

TME
Sanas
NIC’s

NIC's
0.5060

0.0390

- 0.0330

CaCu
0.1152
0.4327

0.0016
0.2312

- 0.0004

0.1095

Cuadro 4: Se muestra el valor de P ,espués de aphcar una prueba de

“t student” a los-datos de Menarca,

:vida: sexual activa

(IVSA) y el tlempo de maduraclén del epxteho cervxcal (TME),
comparando al grupo de mujeres sanas contra el grupo de NlC sy

CaCu mvasor

Edad de IVSA

Media
VPH (+) 17.9
VPH () 20.2
TME
VPH (+) 4.6
VPH (-) 7.2

Edad del primer parto
VPH (+) 19.4
VPH (-) 23.3

D.E.
3.3
4.1

0.38
0.56

0.35
0.64

Intervalo

10-31
14-32

1-18
1-19

14-31
15-33

0.0002

0.0004

0.0001

Cuadro 5: Correlacién del inicid de vida sexixal activa (IVSA), el tiempo
de maduraci6n del epitelio cervical (TME) y edad del primer parto con la

mfeccxén vnral
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Porcentaje

Porcentaje

1 2-3 4-9 > 10
Parejas sexuales
D Sanas @ NIC's & CaCu

Grafica 10; Distribucién del numero de parejas sexuales. Se
presentan los resultados de acuerdo al grado de lesién.

1 2 3 4-9 > 10

® VPH+ O VPH -- Parejas Sexuales

Grafica 11: Distribucién del porcentaje de VPH ajustado por el
namero de parejas sexuales
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En cuanto al numero de embarazos en‘la‘Grafica 12, se presenta la distribucién del

: vsanas Esto mlsmo se. pre enta’en aquellas mujeres que fueron negatlvas al -virus.
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607 573
50

407

Porcentaje
(73
hrd

0 1-3 4-6 7-9 =10

No. de embarazos
B VPH + O VPH --

Griafica 12: Distribucién del porcentaje de VPH ajustado por
nimero de embarazos

601 55 Sanas vy. NIC's
WEA1  P=0.649
504 Sanas vs. Inv.
P=0.007
2 40] NIC’s vs. Inv.
= P=0,003
5 30
(>}
5
S 20
10 %
b
0. s
v T T
Sanas CaCu
g12@ > 3 Tipo de lesion

Gréfica 13: Distribucién del nimero de embarazos por tipo de lesion, en mujeres

positivas-a VPH, y la comparacion de la media entre sanas y NIC’s; sanas y
CaCu invasor; NIC's y CaCu invasor.
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- significativamente.

703 62.8 619
60
501

40] 372 38.1

304
201
10]

Porcentaje

No 1 2
No. de abortos
B VPH+ O VPH --

Grafica 14:Distribucion del porcentaje de VPH ajustado por el
numero de abortos

En cuanto al numero de partos (embarazos lle ados 'termino), en la Grafica 15 se

observa la dlstrlbucmn del porcentaje de "VPH: a)ustado por el nimero de partos. Se

~de:mujeres osmvas a- papilomavirus que

cantldad de partos, 7 stéria—hablando de una posible

partos y la mfecc ’n embargo el efecto no es muy

edlda que aumenta el numero "de partos los porcentajes no difieren

tériormente se relaciond la distribucién del nimero de partos por el tipo de lesién

“en. aquellas mujeres que fueron VPH positivas (Grifica 16). Se determiné el nivel de
‘ 51gn1ﬁcancxa, al comparar cada uno de los grupos, clasificados por tipo de lesion. En este

. ipunto encontramos que aquellas mujeres que tuvieron tres o mds partos y que fueron

"‘»éévéitivas a VPH, presentan mayor riesgo a desarrollar CaCu o alguna lesidn de alto
‘grado.
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Porcentaje
Bes2238 %

104

0 1-3

® VPH+ 0 VPH- No. partos

Grafica 15: Distribucion del porcentaje de VPH ajustado por el
numero de partos

571 Sanas vs. NIC’s
. 502 P=0.254
Sanas vs. Inv.
P=0.002
NIC's vs. Inv.
P=0,011

286

Porcentaje

. 5.8 885 8 8

125

Sams NICs GCu

Tipo de lesion
012833

Grifica 16; Distribucién porcentual del niimero de partos agrupados
por tipo de lesién en mujeres que fueron VPH positivas, presentando
el valor de P.
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DISCUSION

] mfectan la ona anogemtal es dificil establecer métodos para la deteccién de cada uno de

, ellos, por 10 tanto algunas regiones especificas de VPH son utilizadas para construir
oligonucledtidos consenso o universales, los cuales son capaces de amplificar varios tipos
diferentes de VPH. Algunos autores han disefiado varios oligonucle6tidos universales
complementarios a la regiéon L1 de VPH (Manos et al. 1989; Yoshikawa et al. 1990;
Snijders et al. 1990), asi como, para la region E6/E7 (Resnick et al. 1990). '
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Cabe mencionar que de primera . instancia, en-este; estudm se inicio’la éte‘céiéh’dc

,,,,,,

atter, 1997 Cope et aI 199 Peyton ef al.

rev1os, se observo que el metodo de PCR basado en el uso
e llgonucleétldos umversales para detectar ADN de VPH en

' mUestras'f'c:erViééle ‘ t1ene mayor sensibilidad en comparacxon con el metodo de Captura de

- Hibrndos, :y ;que en el presente trabajo se obtuvo una positividad a VPH del 95.5% en

muestras de céncer invasor en comparacion con el 87% obtenido por Torroella (1998b) al
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kdel momento (Bosch e

prevalenma de

» posxtwas a VPH o que“es comparable con lo reportado para otras poblacmnes,(Klwatret aI
1989; Melkert et al '1993; Hildesheim et al. 1994; Berumen e al. 1997a), lo relevante de :
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mujeres jévenes, ade n_-pamentes que inicialmente son posmvas a VPH y cuya

prueba sub51gu1ente fue negatwa, la enfermedad tiende a revertxr. Para que clinicamente
sea util, la prueba del VPH debe tener una razon Justlﬁcada en el tratamlento de la paciente,

una de ellas puede ser 1dent1ﬁcar mujeres en rlesgo elevado de sufrlr neoplasna cervical y la
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‘cancer céfi'/iéf'al?”":T Dé‘ahi la importancia de detectar el‘virus i

ehbe et al. 1999).

Los eStgdiQs:v‘ 1le§(ados a cabo por Hecht et al. (1995) sugieren que la variabilidad
genética de VPH-‘IS puede ser responsable del amplio espectro de patologias asociadas a

este tipo viral. Estos autores identifican una variante de VPH-18 en el 40% de muestras
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~con nedplasia\mtraepltélial ‘cervical,: mientras que no.la observan en los.casos de cncer .

”mvasor, sugiri

€0 por b10psxa en el que se toma una muestra dirigida y

" concentrada de células'malignas.

76



caswnando por consiguiente, una baja deteccidon de cancer

8 cervma Y sto demuestr 1a nece51dad de implementar programas permanentes eficientes

en el reglstro ,recolecmén de la muestra, fijacién y transporte del material citologico al
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“laboratorio de  citodiagnéstico, - para as"efgii'rdr'» una ‘mayor: calidad > del “xmuestreo - y

» ; te todo ’parece influir en el desarrollo y progresion
de la enfermedad (Elfgren et al 2000 Cuzxck et al. 2000).
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serva en la Grafica 5, se presentan puntos de incidencia de céncer

‘se. nota n descenso_ en la incidencia. El pico de incidencia de cancer cervical en mujeres

-mayores e 40 afios ‘puede ser explicado por la larga duracién o persxstenma de la infeccion

llf“de VPH probablemente de alto riesgo. Una disminucién en la prevalencia de VPH en

‘s mujeres mayores puede ser debido a que adquirieron inmunidad a la infeccién por VPH

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA



,durante las 1nfeccmnes ransitorias ue pudxeron haber temdo lo que tamblen explxca el

porque 7no todas la mujeres mfectadas desarrollan NIC o cancer cerV1cal (Melkert etl‘

declarada reglstra.ron las tasas mayores de prevalencxa al no. practlcarse ‘la’ prueba

'El‘pqslibl‘e'p’apel del tabaquismo en mujeres, como un cofactor en la génesis de la
neoplasia cervical ha sido investigado extensamente (Herrero ef al. 1989; Bosch et al.
1992; Muifioz et al. 1993b; Deacon et al. 2000). Sin embargo, en este estudio no hubo
evidencia de interaccién entre VPH y tabaquismo (Gréfica 7), aunque en algunos estudios

lo llegan a considerar como otro mas de los factores de riesgo para cancer cervical (Bosch
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et dl 1992; éampich)

1995; McDonald, 1999; Ylitalo, 1999; Deacon et 20’66),5

e 'argumentando que,la nicotina y;losibloproductos “del c1garr1110 se concentran. en: el moco

cervxcal y dlsmmuyen la: capacldad inmu "e de las celulas de Langerhan S quev protegen al o

epltello cervxcal de fac ores oncogemcos como una mfecmén por VPH,
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sexuales de su pareJaiy como estd mﬂuyendo en la presencxa de mfeccxén cervxcal'por VPH‘

'te, tamblen se valordé el numero de abortos (Graﬁca 14), sm encontrar '

' "_1995 Fnas et aI‘1999)'
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CONCLUSIONES

El ‘aumento de- la mcxdenma de cancer cervrcal en mujeres _]ovenes suglere la,'

: para el desarrollo. de: un cancer invasor y que se requleren otros eventos celulares que

o *cooperen para‘su desauollo

Por lo tanto, las conclusiones que se derivan de este trabajo son las siguientes:’

mundxalmente.

* El método de PCR para la deteccron ,d ‘VPH resulta mucho mas. sensxb]e con la
combinacién de diferentes juegos de ollgonucleotldos umversales, ya que la utilizacién de
un sélo juego de oligonucledtidos nos da una estimacion baja de la presenma de VPH en

muestras cervicales.
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acc1én del vn'us ‘u'otros: factores nvolucrados
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Perspectivas:

“Las pnorldades en mvestxgacxon “en el area que ‘nos : ocupa y pamcularmente en la

; poblacxon mex1cana, podrlan ser:

- Deﬁhir im’i‘l‘nétodd diagndstico el cual pueda ser sensible y especifico, no invasivo.y
apropiado para el andlisis a gran escala en la identificacion de tipos de VPH presentes o
para poder predecir cuales lesiones tienen mayor probabilidad de progresar a-la malignidad,

y - asi poder. establecer - programas de  deteccién 'y tamizaje - para - VPH y :-cancer - :

cerv1coutermo que sean efectlvos, que tengan amplla cobertura en la poblacxon general

- Establecer el nesgo asociado con genotlpos especnﬁcos de VPH y sus varlantes, para la
progresmn a cancer gemtal % e e

- Desarrollar métodos efectivos de

- Desarrollar terapias ixlmdnolégicas;' como posibles vacunas para VPH.

Con todo esto, se lograna una deteccién temprana del VPH y con el tratamiento
adecuado, se podrla m1mmlzar el efecto de este virus sobre’ el cérvix’

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Folio: [::]

Expediente: L ]

INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA
SUBDIRECCION DE INVESTIGACION BASICA
SUBDIRECCION DE INVESTIGACION CLINICA
DEPARTAMENTO DE GINECOLOGIA

Titulo del proyecto: ' i
“INFECCION POR VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO EN MUIJERES MEXICANAS SANAS :
CON LESION PREMALIGNA Y MALIGNA DEL CERVIX”

Investigadores: ‘ : L e ; ' .
Dra. Martha Tonoella K BIOI Adela Camllo G M.V en C Maurlclo Frnas M Dr leberto Solorza
L., Dr Abelardo Meneses G‘ ‘Dra; Marcela leano S Dr. :

Procedimiento: s o :
El propésito del estudio es determmar los factoxes asoclados a céncer cerwcoutermo e mfecclon con
papilomavirus humano. El método de estudio consiste en una entrevista directa, y en proporclonar una
muestra de células del cervix “(Pap), asi como, una pequefia biopsia, de ser necesaria:para-el
diagnostico. Los resultados del andlisis de las muestras me seran entregados y son: estrlctamente
confidenciales. Ninguna informacién que me identifique seré usada en cualquner reporte 0 publlcacxén
sobre este estudio. ; ; ;

Riesgo: : DR : .
Entiendo que la muestra de células del cervix (Pap), asi como, la blOpSla que donare me causaran
pequefias molestias y que existe poca probablhdad de que esto, me provoque daﬁo mayor

Alternativas de la partlclp'lclon : : i

He sido completamente informada, de la naturaleza y propésnos del estudlo ademés de los riesgos por
participar en el. . Todas mis dudas han sido aclaradas, por lo tanto, estoy-de acuerdo en participar en el
estudio, en el entendido de ‘que puedo renunciar. a. participar en el mismo, ain después de haber
firmado esta carta de consentimiento, y sin ninguna justificacion. Esto no implica que mi tratamiento o
mis cuidados médicos se vean afectados por mi decisién. Si en cualquier momento siento que mis
dudas no han sido contestadas adecuadamente, puedo ponerme en contacto con el Comité de
Investigacion del Instituto. :

Nombre del Investigador Nombre de la encuestada Nombre del testigo

Firma del investigador Firma de la encuestada Firma del testigo
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Folio:

S e 'Expediente;

NOMBRE DEL ENCUESk 7ADOR (A)

' FECHA DE LA ENTRE‘.VISTA

HORA DE. lNlClO DE LA ENTREVISTA

" HOSPITAL O CLINICA DE PROCEDENCIA:

DATOS DEMOGRAFICOS DE LA ENCUESTADA
1.- Nombre

2.- Domicilio

6 Cué.] es su escolandad

7.- Cuél es 'su estado civil:

DATOS DE HISTORIA REPRODUCTIVA Y VIDA SEXUAL

8.- A qué edad fue su primera menstruacion:
9.- Fecha de ultima menstruacién:

10.- Cuantos embarazos ha tenido:

11.- Cudntos embarazos fueron part05°

12.- Cuantos embarazos fueron cesdrea:

~13 Cuantos abortos ha temdo
14.- Cuantos abortos fueron mducndos
:15 A qué edad tuvo a'su prlmer h|_|o

16.- A qué edad tuvo al altimo hijo:
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"17.- . A utilizado algtiin método para no embar‘a\zarsgi

_18,- Qué método y por cudnto tiempo: Bt - tiempo de uso;
_ anticonceptivos orales : e R e e
anticonceptivos inyectables
barrera (condén, diafragma)

DIU :
espermaticidas (ovulos, espumas)

19 A qué edad tuvo su prlmera relacnén sexual:

20.- Cuéntas parejas sexuales ha tgmdq;

21.- Con cuantas de sus parejas ha dﬁrédo por més de s’eis":hjéAs‘és:Q

DATOS DE HISTORIA CLINICA' S
22.- Alguna vez se ha reahzado la prue de‘l’fc’:éncerx (Pab“_’c‘inj’cbla(’)u'):

23.- Cada cuéando se hace Ia prueb de Papamcolaou

24.- Ha padecxdo alguna enfermedad venerea o mfecmosa

25 Descrlba U
;Slﬁhs
;;Q.;Gonorrea
- 2"Chancro
_ Clamidia. -
» Cand1dosns
:Tricomonas L

-29.- Fuma usted:

30 Cuantos mgar los fuma dlarw'

31 - Cuanto tlempo lleva fumando '

HORA DE TERMINO DE LA ENTREVISTA:
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