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RESUMEN

La infeccién del virus del papiloma humano considerada una de las
infecciones mas frecuentes, su importancia radica en la asociacién en el
cancer cervicouterino principal cancer en paises en desarrollo. Las pacientes
con neoplasia intraepitelial antesala del cancer cervicouterino presentan el

virus en un 99.7%.

En nuestro poblacién derechohabiente de los servicios médicos de
petréleos mexicanos de la clinica de displasias del hospital central norte la

neoplasia intraepitelial grado Il tiene un indice del 1.1%.

El estudio esta dirigido a pacientes con diagnostico de NIC Ill que se
manejaron con tratamiento conservador mediante cono ASA electroquiurgica
0 crioterapia a las cuales se les tomo una muestra endocervical para
identificacion del genoma viral mediante PCR fue negativo en el 86.36%
traduciéndose como curacion de la lesion ocasionada por VPH y el 13.6 % de
las pacientes reportaron presencia de genoma viral siendo los serotipos

identificados de alto y mediano riesgo oncogénico.

Concluimos que el manejo conservador es el tratamiento ideal en
pacientes con diagnostico de NIC Il por tener un alto indice de curacién vy el
estudio mediante PCR viral para identificacion de serotipos es de gran ayuda

para el seguimiento de las pacientes.



INTRODUCCION.

El VPH es un grupo de virus que infecta epitelios y mucosas del ser
humano y se clasifica en tipos de acuerdo con homologias en su material
genético. En la actualidad, se reconocen mas de 100 tipos diferentes. Un estudio
mundial informo la presencia de material genético (ADN) de este virus en mas de
95% de casos de CaCu. Posteriormente, mediante técnicas de biologia molecular
mas sensibles, la deteccion se ha optimizado, hasta obtener 99.7% de positividad
al VPH en los tumores analizados. Los tipos del VPH que se encontraron con
mayor frecuencia fueron el 16, 18, 31, 33 y 35. El tipo 16 es el responsable de
aproximadamente 50% de las infecciones en CaCu mientras que el VPH 18

alcanza 18 a 20%. ®

La neoplasia intraepitelial cervical es un problema relativamente comun en
mujeres de edad reproductiva, en la literatura mundial se reporta una incidencia de
1.5 por cada 1000 mujeres de NIC 2 y 3 donde se reporta al NIC 2 como displasia
modera y al NIC 3 como displasia severa o carcinoma in situ. ®

A nivel de diagnostico, existen diversos métodos que dada la accesibilidad
del cuello uterino tanto al estudio tisular y celular, como a la exploracion fisica
directa han permitido la investigacion extensa de la naturaleza de sus lesiones
neoplasicas, sin embargo las lesiones pre malignas son extremadamente dificiles
de erradicar, ya que las terapias de que se dispone actualmente estan
encaminadas a destruir las lesiones visibles mas que atacar la causa subyacente
de la enfermedad que son los virus. Aunque no se conoce del todo, diversas
investigaciones han demostrado que la mayor parte de los tumores del cancer
cervicouterino tienen un inicio gradual mas que agudo, pudiendo existir durante
aflos en una fase reversible durante la cual es posible detectarlo mediante

multiples estudios.®



Los tratamientos exicionales y ablativos son aceptados como modalidades
de tratamiento para mujeres con diagnostico de NIC 2 y 3, con colposcopia
satisfactoria. Con seguimiento a los 6 a 12 meses con DNA del VPH. La

histerectomia no es aceptable como tratamiento de primera instancia del NIC 1l y
. @

MARCO TEORICO

VIRUS DE PAPILOMA HUMANO Y CANCER CERVICO UTERINO

El virus del papiloma Humano (VPH) generalmente se ha descubierto
virtualmente en todos los tumores cervicales los tipos 16, 18, 31, 33, y 45 se
identificaron en mas del 80%. Sin embargo, el VPH también es el virus mas
comun sexualmente transmitido y estd a menudo presente en el epitelio cervical
de mujeres que no tienen ninguna anormalidad del citolégico. Protegiendo la
incidencia se ha reducido substancialmente la mortalidad debido a cancer
cervical, pero los programas preventivos son particularmente dificiles de llevar a
cabo en paises no industrializados donde la mayoria de canceres el invasivo es

el mas diagnosticado. ¥

La enfermedad de transmision sexual (ETS) producida por el virus del
papiloma humano (VPH) presenta dos caracteristicas importantes. En primer
lugar, puede identificarse mediante técnicas moleculares, como la reaccién en

cadena de la polimerasa (RCP) y la captura de hibridos (CH). ©

Algunos predictores importantes de infeccion por VPH en mujeres son
edad, raza no blanca, alto consumo de bebidas alcohdlicas y tabaco, uso de
anticonceptivos orales, inicié temprano de relaciones sexuales, numero de parejas
sexuales, trauma cervical durante el parto, factores genéticos y ciertos factores

hormonales enddgenos asociados al embarazo. ©



Desde hace varias décadas se ha observado la estrecha relacion que tiene
el cancer cervicouterino (CaCu) con agentes de transmision sexual. A finales de
los afios 70 se centro la atencion en el virus del papiloma humano.
Posteriormente con el desarrollo de técnicas de biologia molecular se pudo

demostrar la asociacion del VPH con CaCu.

Son impresionantes los datos recientes respecto al origen del cancer a nivel
molecular y se conocen con mas precision los procesos de progresion, invasion y
metastasis tumoral. Todos estos experimentos han podido dilucidar algunos

factores potenciadores o estimuladores para la aparicion de esta enfermedad. ©

Estudios epidemiolégicos han mostrado consistentemente que las pruebas
de determinacion de ADN de VPH son mas sensibles que la citologia repetida
para la identificacion de lesiones de alto grado en mujeres con diagndstico de
células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASCUS). Diversos
estudios que evallan el tamizaje primario en CaCu, han mostrado que la
sensibilidad de las pruebas de VPH es mas alta que la citologia estandar para
detectar lesiones de alto grado, donde la especificidad es similar s6lo en mujeres

con edades entre 30 y 35 afios o mayores. ©

El CaCu esta precedido de una serie de alteraciones celulares en el epitelio
cervical denominada neoplasia intraepitelial cervical (NIC). Actualmente se acepta
que el virus del papiloma humano es el principal agente etiolégico infeccioso
asociado a CaCu y a la NIC. Esta asociacion es particularmente importante con
los tipos de VPH que se han denominado de alto riesgo (VPH-AR), principalmente
VPH 16, 18, 31, 33, 35, 52, 56 y 58. Estos tipos de VPH-AR se han detectado en
mas de 90% del cancer invasor y entre 80 y 90% de los casos de NIC. Los tipos
virales mas comunmente asociados con estas lesiones son el VPH-16 (50-55%) y
VPH 18 (15-20%) Se considera que la persistencia del VPH AR conduce a la
progresion de las lesiones cervicales. La diferencia entre una alta prevalencia de
la infeccion por VPH (11-80%) en mujeres sanas jovenes, la baja incidencia de

NIC y progresion de infecciones, apoya la hipotesis de que el VPH puede ser una



causa necesaria, pero insuficiente para explicar, la presencia de NIC y cancer
invasor. La presencia de VPH parece explicar muchos de los factores de riesgo
establecidos para neoplasia cervical incluyendo el comportamiento sexual y el
tabaquismo. En la poblacion de mujeres mexicanas son pocos los estudios que

hacen referencia a la frecuencia o asociacion entre la infeccion del VPH y NIC. @9

A partir de la década de los afios ochenta se ha identificado al virus del
papiloma humano como una causa necesaria pero no suficiente para desarrollar la
enfermedad. En afos recientes se ha notificado la existencia de mas de 100 tipos
de VPH, siendo las variantes 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68 las
consideradas como de alto riesgo, por encontrarse asociadas al CaCu en mas de
95% de los casos. Por otra parte, se informa que otros tipos de VPH, como el 6,
11, 42, 43 y 44 muestran una débil asociacion con CaCu denominandose por
tanto, tipos de bajo riesgo. Otros factores deben coincidir con el VPH, ya que se
notifica una prevalencia de 38% de infeccion por VPH en mujeres sanas jovenes,
misma que puede remitir con el tiempo. Entre esos factores se encuentran el nivel
socioeconémico bajo; el inicio temprano de la vida sexual; el antecedente de haber
tenido dos o mas parejas sexuales; la edad temprana del primer embarazo; tres o
mas partos; el uso de anticonceptivos hormonales, y el tabaquismo. Otra situacion

que debe considerarse es la intensidad de la infeccién. Y

Los tipos 33, 39 y 59 se encuentran en mayor proporcion en Ameérica
Central y del Sur. En México los tipos oncogénicos mas frecuentes son el 16 y 18,
El VPH cervical estudiado mediante la técnica en reaccion de cadena de
polimerasa presenta una prevalencia maxima entre los 20 y 25 afios de edad
aproximadamente el 10% de las mujeres con VPH positivo presentan alteraciones
citolégicas en el cérvix la prevalencia de mujeres jovenes sin actividad sexual con
VPH en cérvix es de 20%, mientras que las mujeres sexualmente activas es de
60%. 2

Las infecciones genitales por VPH tienen alta prevalencia (20 a 40%) en

grupos etareos con actividad sexual. muchos de ellos (80 a 90%) se mantienen no



evidentes desde el punto de vista clinico pero, es posible que contribuyan a la
diseminacién viral. Si aparecen lesiones las caracteristicas clinicas, el aspecto
histoldgico y la evolucion natural estan muy determinados por el tipo de VPH. Los
tipos 6 y 11 principalmente producen condilomas exofiticos que afectan la piel ano
genital y la porcién inferior de la vagina. Ademas, los tipos 6 y 11, asi como los
16,18, 30, 31, 33, 35, 39, 42 al 45, 51, 52, 56, 58 y 61 se detectan en condilomas
planos y lesiones de NIC grado |, que tienen las mismas caracteristicas de
acantosis basal y coilocitosis superficial de los condilomas, solo un subgrupo de
estos tipos de VPH ( 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 55, 56, 58 y 61) que se
consideran virus de medio a alto riesgo, prevalecen en las lesiones de NIC grados
Il 'y Ill. Ocurren atipias nucleares en todas las capas de estas displasias mas
graves y se observan mitosis anormales. Tipos de VPH adicionales, como 26, 34,
40, 54, 55, 57, 59, 62, 64 y 67 a 70 se han encontrado en unos cuantos casos de

condilomas y neoplasias intraepiteliales vulgares, penianos y cervicouterinos. ©

NEOPLASIA INTRAEPITELIAL CERVICAL

La transfeccion (introduccion de informacion genética) de un virus al
genoma de queratinocitos humanos con VPH 16 induce caracteristicas
histol6gicas de neoplasia intraepitelial, cuando se cultivan las células en medios
organo tipicos que permiten la formacion de un epitelio estratificado. La histologia
recuerda a la displasia leve (NIC 1) al principio y que corresponde con la del
carcinoma in situ después de varios pasos in vitro. Estudios prospectivos de
mujeres con pruebas citoldgicas inicialmente negativas demostraron que la
incidencia acumulativa de NIC a los 2 afios era de 28% en aquellas con una
prueba positiva para VPH en comparacién con 3% en quienes fueron negativas.
Las infecciones por VPH 16 o 18 se vincularon con un riesgo relativo para la
aparicion de NIC. Mas de la mitad de las mujeres tuvo NIC Il o Il sin NIC |
intermedio, lo que indica que las infecciones por el virus de mas alto riesgo

pudieran rapidamente causar grados mas graves de NIC. El avance hasta la



enfermedad de alto grado a partir de lesiones de bajo grado ocurre de preferencia
en pacientes con VPH de alto riesgo. La NIC | por supuesto constituye dos
entidades: 1) la manifestacion preferencial, sobre todo autolimitada de infecciones
por virus como VPH 6, 11, 42, 43, o 44 y 2) la manifestacion temprana de

infecciones por VPH 16 0 18 o virus relacionados con un alto riesgo de avance. ®

NIC es el término empleado hoy en dia para referirse a todas las anomalias
epiteliales del cuello uterino. Las células epiteliales son neoplasicas pero estan
confinadas al epitelio. La terminologia antigua que empleaba los términos displasia
y carcinoma in situ connota la existencia de dos grupos dentro del mismo
proceso, echo que, al menos en el pasado, ha tenido su impacto, sobre el
tratamiento, es decir, si solo se trataba de displasia, el tratamiento era innecesario
o limitado. Si se diagnosticaba carcinoma in situ en muchos casos se
recomendaba la histerectomia. Este concepto es inadecuado, especialmente
cuando el epitelio cervical puede no tener mas de 0.25 mm de grosor aunque se
ha dividido la NIC de forma arbitraria en 3 niveles, esta entidad parece constituir
un unico espectro neoplasico continuo. Los criterios histolégicos para llegar al
diagnostico de NIC dependen del hallazgo aneuploidia nuclear, figuras mitéticas
anormales y perdida de maduracion normal de epitelio. La NIC se divide en grados
[, 1l o lll dependiendo de la extension de la aberracion de la estratificacion celular
dentro del epitelio. En la NIC | esta afectado el tercio inferior del espesor del
epitelio, en la NIC Il estan afectados los tercios inferior y medio del espesor del
epitelio. La NIC 1l estan afectados los tres tercios del epitelio, la NIC Il presentan
cambios de espesor total con células indiferenciadas no estratificadas. (NIC Il es
el carcinoma in situ). El pleomorfismo nuclear resulta frecuente y las figuras
mitdticas son anormales. Basandose en estudios de ADN nuclear, algunos
investigadores han sugerido que la mayor parte de las lesiones diagnosticadas de
NIC | son de hecho condilomas planos que convierten virus del papiloma humano
6y11. @

Resulta interesante que la mayoria (mas del 70 %) de los casos de NIC de
todos los grados, se asocian a VPH de alto riesgo. Entre el 10 y el 15 % de las



mujeres con citologias normales son portadora de VPH de alto riesgo y de ellas

alrededor del 10 % terminan por manifestar una NIC de alto grado. ¥

Dentro de la literatura Nacional se reporta la prevalencia de NIC | de 9.5%,
NIC 11 0.51% y la de NIC IIl en 0.051%. ¥

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La reaccion en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas
en inglés (Polymerase Chain Reaction), es una técnica de biologia molecular
descrita en 1986 por Kary Mullis, cuyo objetivo es obtener un gran nimero de
copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de un minimo; en teoria
basta partir de una Unica copia de ese fragmento original o molde. Esta técnica
sirve para amplificar un fragmento de ADN; su utilidad es que, tras la
amplificacion, resulta mucho mas facil identificar con una muy alta probabilidad
virus o bacterias causantes de una enfermedad o hacer investigacion cientifica
sobre el ADN amplificado. Estos usos derivados de la amplificacion han hecho que
se convierta en una técnica muy extendida, con el consiguiente abaratamiento del
equipo necesario para llevarla a cabo. Por lo general, la PCR es una técnica
comun y normalmente indispensable en laboratorios de investigacion médica y
biolégica para una gran variedad de aplicaciones. Entre ellas se incluyen la
clonacion de ADN para la secuenciacion, la filogenia basada en ADN, el andlisis
funcional de genes, el diagndstico de trastornos hereditarios, la identificacion de
huellas genéticas (usada en técnicas forenses y test de paternidad) y la deteccion

y diagndstico de enfermedades infecciosas. ®

En medicina la PCR se emplea fundamentalmente como herramienta de
diagnostico; Permite el genotipar la especie 0 especies que provocan un
determinado cuadro infeccioso: para ello, se amplifica una zona del genoma
bacteriano cuyo producto de PCR posea unas caracteristicas de tamafio o

temperatura de fusion que permitan identificarlo de forma inequivoca. En el caso


http://es.wikipedia.org/wiki/Kary_Mullis

de infecciones virales que implican la integracion del genoma del patégeno en el
ADN del hospedador, como es el de la infeccién por VIH la PCR cuantitativa
posibilita la determinacion de la carga viral existente y por tanto, del estadio de la
enfermedad. La PCR también se puede usar en revisiones médicas rutinarias,
como en los servicios de donantes de sangre, para test de rutina. A través de esta
técnica se pueden detectar infecciones peligrosas en el donante (como VIH o
Hepatitis B) mientras aln estan en el periodo de incubacion. Dada la sensibilidad
de los test de PCR se pueden tomar muestras colectivas o "pools" (por ejemplo,
96 pruebas individuales). Si una de estas muestras colectivas da positivo, se
toman a partir de ella muestras progresivamente menores hasta que se encuentra

el causante. 1”19
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LIEBGM. Lesion intraepitelial de bajo grado de malignidad.
LIEAGM. Lesion intraepitelial de alto grado de malignidad.
ASCUS. Células escamosas atipicas de significado incierto.
AGUS. Células glandulares atipicas de significado incierto.

indices de Regresion Espontanea, Persistencia y Progresion de NIC

Regresién a la 60% 40% 30%
normalidad

Persistencia 30% 35% 48%
Progresién a NIC 111 10% 20%
Progresion a CA <1% 5% 22%

Current de GO, 2003



Neoplasia Intraepitelial Cervical
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CARCINOMA
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escamoso invasor del cuello uterino

(segun Kurman (Editor) (1987) Blaustein’s
Pathology of the Female Genital Tract,
Springer, New York: modificado)
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PL ANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El manejo conservador mediante la electrocirugia CONO / ASA o la
Crioterapia es un tratamiento adecuado y efectivo para curacion y erradicacion de
las lesiones de alto grado como la Neoplasia Intraepitelial grado 11l secundarias a
virus del papiloma humano a nivel del cérvix, haciendo el seguimiento con la PCR
del virus siendo esta prueba de las mas confiables para demostrar y tipificar el

serotipo viral y su evolucion.



JUSTIFICACION

Los estadios finales de la NICIIl son la antesala del cancer cervicouterino y
gue algunos de los subtipos del virus del papiloma humano tienen una fuerte
relacion causa-efecto con dicha patologia, el cancer cervicouterino en etapa in situ
es totalmente curable en porcentajes practicamente del 100% siendo la
electrocirugia y la crioterapia métodos conservadores de tratamiento en pacientes
jovenes aun en vida reproductiva o simplemente en mujeres que desean la

conservacion del Gtero los tratamientos de primera eleccion.

La PCR es un estudio sofisticado de lo ultimo al alcance para el diagnéstico
del virus del papiloma humano, sirve para conocer el tipo de virus en cada

paciente y nos da un valor predictivo respecto al potencial de malignizacion.

En nuestro estudio esperamos que el porcentaje de curacién en nuestras
pacientes con lesiones de NIC Il con tratamiento conservador sea alto
corroborado por la PCR viral siendo este de los métodos de mayor confiabilidad
para el diagnostico de VPH y tener en cuenta el subtipo para valorar prondstico y

conducta a seguir.



HIPOTESIS

El tratamiento conservador mediante CONIZACION CERVICAL CON ASA
ELECTROQUIRURGICA vy la crioterapia son lo suficiente efectivos para una alta
curacion del las pacientes con NIC lll, siendo corroborado con uno de los métodos

mas sofisticados y nuevos para la deteccion del virus del papiloma humano.

La tipificacion viral nos da un prondstico para el manejo de las pacientes

con lesién y persistencia del virus del papiloma humano.



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluacion de las pacientes con antecedente de NIC Ill secundaria al virus
del papiloma humano que se manejaron conservadoramente, comprobando
mediante la PCR la curacion de la lesion y utilizar la tipificacion viral para el
prondstico y un mejor manejo oportuno en pacientes en quienes persista la

infeccion del virus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Seguimiento con PCR de las pacientes con antecedente de NICIII

secundaria a VPH

b) Evaluar el nimero de pacientes con curacion completa de la lesién solo con

manejo conservador.

c) Utilizacién de la tipificacion viral para pronostico y tratamiento subsecuente.



MATERIAL Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO:

PROSPECTIVO
TRANSVERSAL
DESCRIPTIVO

OBSERVACIONAL

POBLACION, LUGAR Y TIEMPO

Poblacion: Pacientes censadas en la Clinica de Displasias del

servicio de Ginecologia y Obstetricia del Hospital Central Norte de los
servicios médicos de PEMEX

Lugar: Hospital Central Norte

Tiempo de estudio: 4 meses, del 1 de marzo al 30 de junio del 2008.



CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes con antecedente de NICIll secundaria al virus del papiloma
humano que hallan sido tratadas mediante Conizacion cervical con asa

electro quirargica y/o Crioterapia

Mujeres censadas de la Clinica de Displasias del servicio de Ginecologia y

Obstétrica del Hospital Central Norte

Ser derechohabiente de los servicios médicos de petréleos mexicanos

CRITERIOS DE EXCLUSION

Antecedente de NIC Ill con Histerectomia total abdominal o vaginal
Pacientes manejadas con radioterapia o antineoplasicos
Pacientes con cancer invasor

No estar en condicion fisica para realizar la toma de muestra.



CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

d* (N-1) +2° pg

Descripcion:

n = tamafio de la muestra requerido

p = prevalencia estimada

d = margen de error de 5% (valor estandar de 0,05)
z = (1.96)

q=(1-p)

N= poblacién total



DESCRIPCION DE VARIABLES

VARIABLE INDEPENDIENTE
Variable cualitativa nominal
Modalidad terapéutica:
A) electrocirugia cono ASA

B) crioterapia

VARIABLE DEPENDIENTE
Variable cualitativa nominal

Material genético de virus del papiloma humano detectado por PCR

VARIABLE DEMOGRAFICA
NEOPLASIA INTRAEPITELIAL CERVICAL IlI
LUGAR DE RESIDENCIA.

CODIFICACION DE DERECHOHABIENCIA



DEFINICION DE LAS VARIABLES.

Electrocirugia cono ASA: Es el procedimiento terapéutico-diagnostico mediante
el cual se practica en el cuello uterino una incision en forma de cono, utilizando
bisturi electroquirdrgico de energia monopolar, para hacer la exéresis de procesos
patolégicos que engloben tanto el exocervix como el endocervix, de etiologia

variada.

Crioterapia: consiste en la destruccion del tejido mediante la aplicacion directa de
frio intenso con nitrégeno liquido (-196°C). Tiene la ventaja de que se hace sin
anestesia, es indolora, no requiere una preparacion especial de la paciente.

PCR (reaccion en cadena de la polimerasa): técnica de biologia molecular cuyo
objetivo es obtener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN patrticular,

partiendo de un minimo.

PCR (reaccion en cadena de la polimerasa): es una técnica de biologia
molecular cuyo objetivo es obtener un gran nimero de copias de un fragmento de

ADN particular.

Neoplasia intraepitelial cervical lll: afeccion de los tres tercios del epitelio

cervical por células neoplasicas.
Lugar de residencia: zona geogréafica donde habita la paciente

Codificacion de derechohabiencia: nos dice si la paciente es empleada de
petréleos mexicanos o esposa de trabajador de la empresa con los numeros 00 y

08 respectivamente.



METODOLOGIA.

De un total de 5629 pacientes censadas y en control en la clinica de
displasias del servicio de ginecologia y obstetricia del hospital central norte de los
servicios médicos de petréleos mexicanos de enero de 1998 a abril 2008; se
seleccionaron aquellas con diagnostico de NIC Il y que hubieran sido tratadas
con manejo conservador : cono ASA electroquiurgica y/o crioterapia sin importar la
edad de las pacientes ni el tiempo de realizacién del tratamiento: 64 pacientes.
Se excluyeron 30 pacientes ya que habian sido sometidas a histerectomia por

otras causas, 12 pacientes no se localizaron.

A través del personal de trabajo social del hospital central norte y con la
colaboracién de trabajo social del hospital general de Tula para las pacientes que
son referidas a tercer nivel, se localizo e invito a cada una de las pacientes a
participar en el protocolo de investigacion. Previa informacion de las
caracteristicas del estudio se incluyeron y aceptaron 22 pacientes quienes

firmaron consentimiento de informacion y participacion.
METODOS E INSTRUMENTOS PARALA RECOLECCION DE DATOS

TECNICA PARA LA TOMA DE MUESTRA EN EL CONSULTORIO DE LA
CLINICA DE DISPLASIAS.

Con la Paciente en posicibn de litotomia se coloca especulo vaginal
desechable se toma muestra con citobrush del orificio cervical, se coloca en tubo
de ensayo con 2 ml. de solucion salina con sello y se mantiene en refrigeracion la
muestra para su envio al laboratorio de biologia molecular de los servicios
médicos de petrdleos mexicanos donde se identifica y tipifica serotipos del virus

del papiloma humano.



DETECCION Y TIPADO DE PAPILOMA VIRUS HUMANO POR IDENTIFICACION
GENOMICA Y PCR UTILIZADO EN EL LABORATOIRO DE BIOLOGIA
MOLECULAR DEL HOSPITAL CENTRAL SUR DE ALTA ESPECIALIDAD DE
LOS SERVICIOSMEDICOS DE PETROLEOS MEXICANOS.

En esta prueba se amplifica un fragmento de DNA de aproximadamente
450 pb (variable segun el tipo de virus) dentro de la region LI (Late 1) del marco
abierto de lectura (ORF) del virus. Esta region de DNA contiene secuencias
altamente conservadas, pero presenta secuencias distintivas identificables por
enzimas de restriccion lo cual permite identificar los diferentes biotipos mediante
RFLP’s

EXTRACCION DEL DNA DE VPH A PARTIR DE MUESTRA TOMA CON HISOPO
o CITOBRUSH

Se aflade 1.5 ml de solucion salina isotdnica (cloruro sodico 0.9%) al tubo
que contiene el hisopo y se agita durante 1 minuto.

Se decanta el sobrenadante en un tubo Eppendorf de 1.5 ml autoclavado y
se centrifugar durante 10 minutos a maxima velocidad, Se Quita el sobrenadante
Luego se resuspende el precipitado en 50 uL de solucién de digestion y 50 uL de
proteinasa K Incubado entre 55 a 60°C durante 2 a 3 horas para Calentar entre
96 a 100 °C durante 10 minutos y con esto inactivar la proteinasa K.

Se Centrifuga a maxima velocidad (15,000 rpm) durante 10 minutos.
Pasando inmediatamente el sobrenadante a un tubo limpio y tomar una alicuota

de 5 uL para realizar la reaccion de amplificacion.

REACCION DE AMPLIFICACION

Se descongela el tubo de reaccion por cada muestra que se va a estudiar y

conservar en hielo. Aiadir 5 uL del DNA extraido de las muestras.



Arrancar el programa “HPV FAST” y colocar los tubos de reaccion en el
termociclador cuando el blogue haya alcanzado los 90°C. De este modo se
minimizan las posibles amplificaciones inespecificas debidas a incubacion por
debajo de la temperatura de hibridacién. La duracion de la amplificacion es

aproximadamente de 4 horas.
Los resultados que podemos obtener son:
Una muestra sera positiva para la presencia de PVH cuando:

- Aparece una banda de 450 pb correspondientes al genoma de PVH y ademas

- Aparece una banda de 1200 pb correspondiente al control interno. En
muestras con un elevado numero de copias de virus, no se detectara esta
banda correspondiente al control interno, ya que el amplificado de PVH
compite con el de control interno. En algunos casos pueden aparecer dos
bandas tenues de aproximadamente 300 y 600 pb que corresponden a DNA de
cadena sencilla resultantes de la amplificacion de PVH y del control interno
respectivamente. Estas bandas no interfieren con los resultados y no se han de

tener en cuenta.

Una muestra sera negativa para la presencia de PVH cuando:

- Aparezca solamente una banda de 1200 pb correspondiente al control interno.
Al igual que se indicé anteriormente, en algunos casos, puede aparecer una
banda tenue de aproximadamente 600 pb que corresponden a DNA de cadena
sencilla resultantes de la amplificacion del control interno. Esta banda no
interfiere con los resultados y no se ha de tener en cuenta.

- La reaccién de amplificacion de una muestra estara inhibida cuando no
aparezca ninguna banda.

- En el tubo control negativo aparecera unicamente la banda de 1200 pb
correspondiente al control interno. La reaccidn de amplificacion estara
contaminada si en el control negativo aparece la banda de 450 pb
correspondiente al genoma PVH. Esto indica que ha habido contaminacion al

realizar el proceso de extraccion de DNA.



TIPADO POR DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION. (RFLP)

1. - Centrifugar unos segundos los tubos de Enzima de han de estar siempre a —
20°C

2. - Tomar los tubos de reaccion amplificados anteriormente de las muestras
positivas para PVH y afadir a cada uno de ellos 1 ul de Enzima 1 de restriccidon

atravesando la capa de aceite. Resuspende suavemente con ayuda de la
micropipeta y marcar estos tubos como Dig 1 (digestion Enzima 1)

3. - Resuspender de nuevo con la micropipeta 2 — 3 veces y pasar 20 uL de cada
uno a un tubo Eppendorf limpio de 1.5 mL marcado con el nimero de muestra y
Dig 1 + 2 (digestién enzima 1 + enzima 2. Afadirle a estos tubos 0.5 — 1 uL de
enzima 2 de restriccion y resuspender de nuevo suavemente con ayuda de la

micropipeta.

4. - Incubar los tubos, los de la digestion con la enzima 1 (Dig 1) y los de la
digestion con las enzimas 2 (Dig 1 + 2) en un bafio o estufa a 37°C durante 2 hrs.

5. -Afadirles a cada uno de los tubos de las dos digestiones 3 ul de Solucién de
carga y cargar 15 ul de cada uno en un gel de agarosa de alta resolucion al 2.5%
en TBE IX. Utilizar como marcador de peso molecular 0.5 ug de DNA Molecular
Weight Marker VIII. Correr la electroforesis a 8 V/cm (80 V para un gel de 10 cm
de largo) hasta que el colorante que avanza mas rapido, el azul de bromofenol

llegue al final del gel.



INTERPRETACION DE LAS MUESTRAS

1. - MUESTRAS POSITIVAS: Al incubar el amplificador de una muestra positiva
para PVH con la Enzima 1 la Enzima 1 + 2, la banda de 450 pb se digerira
originando un patrén de bandas dependiendo del tipo de virus. El tipo se identifica
comparando los patrones obtenidos en la electroforesis de las dos digestiones con

los del esquema que se adjunta al final de este protocolo.

Normalmente las bandas menores de 65 pb no son visibles en el gel debido a su

pequeio tamano.

En algunas muestras puede aparecer una banda a la altura indicada en la figura 1
qgue esta formada por dimeros de los iniciadores, por lo que no se debe tener en
cuenta a la hora de interpretar los resultados.

- Ademas del patron de bandas del virus apareceran dos bandas de 550 y 650
pb correspondientes a la digestién de la banda de 1200 pb, del control interno.

- Pueden aparecer patrones distintos a los indicados en el esquema, debido a la
presencia de un PVH cuya secuencia no estd depositada en el GeneBank o
debido a la presencia de dos o mas tipos de PVH simultaneamente en la
misma muestra, apareciendo superpuestos los patrones resultantes de la

digestién de todos ellos.

2. - MUESTRAS NEGATIVAS: Si se digiere una muestra negativa para PVH
apareceran solamente dos bandas de 550 y 650 pb correspondientes al control

interno.



ANALSIS ESTADISTICO

Se utilizard uUnicamente analisis descriptivo: Porcentajes para variables

nominales.

CONSIDERACIONES ETICAS.

Esta investigacion se considera de acuerdo al articulo 17 del
reglamento de la ley general de salud en materia de investigacion para la

salud publica, publicado en el diario oficial como riesgo minimo.

El trabajo de investigacion se llevo a cabo posterior a la aprobacion
del protocolo por un Comité Local de ética e Investigacion del Hospital. El
modelo metodoldgico de este estudio propone: conocer los beneficios que
existen al manejar estas lesiones con manejo conservador y vigilancia a
largo plazo y valorar la evolucién por medio de la tipificacion viral del virus del

papiloma humano, causa etioldgica del cancer cérvico uterino.

Se realiz6 un consentimiento bajo informacion para ser firmado por la

paciente al consentir ser parte del estudio.

AMBITO GEOGRAFICO

El presente estudio fue realizado en el hospital central norte de los
servicios médicos de petrdleos mexicanos, ubicado en la delegacion
Azcapotzalco con pacientes de derechohabientes de dicha institucion,
residentes de la misma delegacion y areas circunvecinas, también se
incluyeron pacientes referidas del hospital general de tula hidalgo de los

servicios médicos de Pemex quienes radican en esa ciudad.



RECURSOS PARA EL ESTUDIO

Recursos humanos

e Medico adscrito y Medico residente de la clinica de Displasias del servicio
de Ginecologia y obstetricia del Hospital Central Norte.

e Enfermera de la clinica de Displasias del servicio de Ginecologia y
obstetricia del Hospital Central Norte.

e Personal de Trabajo Social de Hospital Central Norte y Hospital General de
Tula de Petréleos Mexicanos.

¢ Quimico y personal técnico del Laboratorio de Biologia Molecular de los

servicios médicos de petrdleos mexicanos.

Recursos materiales

e Guantes estériles

e [Espéculos vaginales desechables
e Citobrush

e Tubos de ensayo

e Solucion salina

e Laboratorio de biologia molecular

e Material de papeleria

Recursos financieros

e Los aporta el servicio médico de PEMEX
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RESULTADOS

En la clinica de displasias del servicio de ginecologia y obstetricia del
hospital central norte de un total de 5629 pacientes en control se identificaron 64
pacientes con diagnostico histopatolégico de neoplasia intraepitelial grado Ill, 34
de las cuales fueron tratadas con manejo conservador mediante cono ASA
electroquirdrgica o crioterapia, en las 30 pacientes restantes se practico
histerectomia por diversas causas ginecolégicas siendo la miomatosis uterina la

causa mas frecuente.

De las 34 pacientes que cumplieron el criterio de NIC Il y manejo
conservador para entrar al estudio, en 12 pacientes no se concreto su
participacion por las siguientes causas: 1 paciente habia fallecido, 1 paciente
presentaba incapacidad fisica para realizacion de la prueba, 2 pacientes no eran
derecho habientes al momento del estudio, 2 pacientes cambiaron de residencia

fuera de la ciudad y 6 pacientes no fueron localizadas.

Un total de 22 pacientes ingresaron al estudio previa informacion y
consentimiento firmado de informacion y participacion voluntaria de las cuales 7
pacientes eran codificacion 00 correspondiente a ser pacientes trabajadoras y 15
pacientes codificacion 08 correspondiente a ser esposa de trabajador, 4 pacientes
radicaban en la ciudad de Tula hidalgo y 18 pacientes viven en el éarea
metropolitana del Distrito Federal, 21 pacientes fueron tratadas mediante cono
ASA electroquirurgica y solo 1 paciente mediante crioterapia.

De las 22 pacientes a quien se les practico la prueba de la reaccion en
cadena de la polimerasa para deteccion de virus del papiloma humano 19 fueron
negativas ( 86.36% ) y 3 positivas ( 13.6% ), siendo los serotipos detectados 16
(4.54% ), 52 (4.54% )y 26 ( 4.54%).

De las pacientes que aun presentan positividad para DNA del VPH en 2 de
ellas se practico cono ASA electroquirdrgica y en la otra paciente crioterapia, las

tres pacientes son residentes del area metropolitana del distrito federal y son



codificacion 08. Los serotipos persistentes reportados 2 son considerados de alto
riesgo oncogénico y uno de ellos el serotipo 26 frecuentemente presente en

condilomas.

De las pacientes con PCR negativas en cuanto el tiempo de haberse
realizado su manejo conservador se tiene registrado como el mas antiguo en 1998
y en la paciente que se realizo mas reciente fue en el 2006, sin tener mas casos
detectados en los ultimos dos afios. En cuanto a las pacientes que fueron
positivas aquella con serotipo 16 se habia realizado el cono ASA electroquirlrgica
en el 2005, la paciente con serotipo 52 se realizo su crioterapia en el 2007 y la
paciente positiva con serotipo 26 se realizo el cono ASA electroquirargica en el
2003.

4,55% 4:55%
’ (i

B negativas Mserotipo1l6 Mserotipo26 Mserotipo52

Tabla1l Pacientes con NIC I post tratamiento conservador a quien se les practico PCR para
VPH



DISCUSION

El virus del papiloma Humano considerado una infeccion de
trasmision sexual de las mas frecuentes, se encuentra altamente relacionado
con la neoplasia intraepitelial cervical de alto grado NIC Ill y cuya
importancia radica en la asociaciébn a cancer cervicouterino motivo por el
cual en muchas instituciones de salud publica y ain mas en centros
hospitalarios privados es motivo de tratamientos radicales como lo es la
histerectomia, sin embargo dicho tratamiento no esta justificado, el manejo
de la neoplasia intraepitelial de bajo y alto grado sigue siendo el manejo
conservador como el cono ASA electroquirdrgica o en casos seleccionados
la crioterapia con controles estrictos subsecuentes de la pacientes, siempre y
cuando no exista patologia ginecoldgica agregada, es por eso que
consideramos de importancia la realizacion de este estudio ayudandonos con
uno de los métodos mas fidedignos para la deteccion del virus del papiloma
humano como lo es la reaccién en cadena de la polimerasa la cual nos
detecta fragmentos de DNA del virus con su serotipo para verificar la
curacion de la lesion provocada por el VPH o su persistencia una vez tratada
conservadoramente y revelando el serotipo viral el cual es un parametro para
la clasificacion del virus como alto, mediano o bajo riesgo oncogénico dando
un mejor parametro clinico para el tratamiento y seguimiento de la paciente
afectada. Cabe mencionar que la crioterapia solo la recomendamos en

aguellas pacientes que aun no terminan su deseo reproductivo.

En nuestro estudio corroboramos que el tratamiento de elecciéon en
pacientes con displasia de alto grado como Ilo es el NIC Il el manejo
conservador es el de primera eleccion con una alta curacion de la lesion
(86.36%) evitando los riesgos de morbilidad quirdrgica de una cirugia mayor
como lo es la histerectomia que no se justifica en estas pacientes si no

presentan otra patologia ginecolégica agregada.



De las pacientes positivas que conforman el 13.6 % fueron positivas
con serotipos de alto y mediano riesgo oncogénico una de ellas positiva al
serotipo 16 y considerando la edad de la paciente 63 afios se envié al
servicio de ginecologia para histerectomia, las otras dos pacientes positivas
para serotipos 52 y 26 tomando en cuenta la edad y no tener patologia
agregada una de ellas de 28 afios de edad (con serotipo 52) se mantendra
en observacion y la otra paciente de 42 afios de edad (con serotipo 26) se le
practicara una segunda electrocirugia cono ASA.

En nuestra poblacion derechohabiente del hospital central norte la
neoplasia intraepitelial grado Il representa el 1.1% acorde a la literatura
mundial que oscila entre el 0.05% al 1.5% y en algunos reportes hasta el 3
%.

Nuestro manejo en la clinica de displasias en pacientes con NIC Il
apegado a la norma oficial mexicana en una paciente con paridad satisfecha
es: una vez hecho el diagnostico por colposcopia y toma de biopsia con
estudio histopatoldgico se realizara manejo con cono ASA electroquirtrgica y
revision a los dos meses mediante colposcopia y a los 6 meses se realiza la
toma de muestra para PCR, en caso de ser negativa se realiza seguimiento
anual de la paciente, si es negativa por los dos afios posteriores valorando
los casos en particular se podria dar de alta a la paciente con papanicolaou
anual, en caso de ser positiva la PCR si es un serotipo de bajo riesgo
oncogénico se puede manejar solo mediante la aplicacion de &acido
tricloroacético al 90% y observacién semestral, en caso de ser un serotipo
viral de alto riesgo oncogénico y si en la colposcopia no hay lesion visible se
maneja solo con observacién semestral y en caso de haber lesion visible en
la colposcopia la paciente se somete a una segunda electrocirugia cono
ASA.

En caso de ser pacientes jovenes con deseo reproductivo aun no

satisfecho nosotros optamos de primera instancia con manejo conservador



mediante crioterapia y el mismo seguimiento pos tratamiento que las

pacientes manejadas mediante electrocirugia cono ASA.

NIC Il
Paridad satisfecha

Cono ASA
Electroquirdrgica

Colposcopia
2 meses Post tratamiento

PCR
6 meses post tratamiento
PCtR PCR
hegativa positiva
Seguimiento anual Bajo riesgo oncogeénico —\— Alto riesgo oncogénico
Aplicacion de ATA 90% | |
plicacion de 0 Colposcopia Colposcopia

en caso de lesion visible y
observaciéon semestral

sin lesion visible || con lesién visible

Observacion
semestral

Realizar segundo
cono ASA
electroquirurgica

Cuadro 1. Manejo y seguimiento de pacientes con NIC lll, en la clinica de

displasias del servicio de Ginecoobstetricia del HCN.



CONCLUSIONES

El virus del papiloma humano es una de las infecciones de transmision
sexual mas frecuentes a nivel mundial, su importancia radica en la asociacion
con el desarrollo del cancer cevicouterino teniendo como antesala a la
neoplasia intraepitelial grado 1l y Ill. Es de gran importancia la identificacion
del serotipo viral para distinguir en alto, mediano y bajo riesgo oncogénico
teniendo con esto un mejor parametro para la eleccion del tratamiento de la

paciente su seguimiento y pronostico.

La colposcopia, el Papanicolaou, el estudio histopatolégico de la
lesion son estudios basicos, para el diagnéstico de la NIC y actualmente la
identificacion del serotipo viral mediante PCR, son los estudios sofisticados,
gue requieren alta tecnologia, que nos sirven para el control y la curacion de

éstas pacientes.

El manejo conservador mediante cono ASA electro quirdrgica y la
crioterapia es el tratamiento de eleccibn en pacientes con neoplasia
intraepitelial grado 1ll o displasias de alto grado, en pacientes que no
presenten otra patologia ginecoldgica o que no hallan cumplido con su vida
reproductiva, el tratamiento conservador presenta un importante indice de

curacion de la lesion.
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