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MARCO TEORICO

Los virus del género Papillomavirus, entre los que se incluyen, entre otros, los
virus del papiloma humano (VPH), son virus de doble cadena de ADN sin
envoltura y con una capside icosaédrica compuesta de 72 capsOmeros que
envuelven al genoma. Los viriones contienen al menos 2 proteinas de la capside
la proteina mayor L1 y la menor L2. El genoma esta dividido en regiones, una de
ellas es la region reguladora inicial no codificada (URR) o unidad larga de control
(LCR), la cual es esencial para funciones reguladoras del genoma en la
replicacion del ADN y potenciadora de la transcripcion viral. El resto del genoma
se agrupa en zonas de lectura abierta (ORF) que se clasifican en dos regiones las
de expresién temprana llamadas E (E1-E7)y tardia L (L1-L2). &2

La infeccion por VPH es trascendental desde el punto de vista de salud publica,
por el potencial oncogénico de algunos genotipos; en las mujeres puede infectar
cérvix, vagina, vulva y region perianal. Se han identificado cerca de 100 genotipos
de VPH, algunos de ellos se han relacionado con lesiones genitales
intraepiteliales e invasoras. De la misma manera, parecen desempefar un papel
importante en la génesis del la neoplasia intracervical (NIC), la cual se localiza
habitualmente en la zona de transformacion, es decir en el area de union del
epitelio escamoso ectocervical y el epitelio cilindrico endocervical. ¢

Las regiones E 0 de expresion temprana codifican las proteinas responsables de
las funciones de transformacién celular, replicacion y de la persistencia del ADN
integrado en las células a las que infecta. Destacan las proteinas E1 que
intervienen en la replicacion viral; E2 que es un modulador de la transcripcion
viral, E4 que también parece desempefiar un papel en la replicacion viral. Otras
proteinas son E5, E6 y E7 que tienen un importante papel en los mecanismos de
transformacion celular. E6 facilita la degradacion de las proteinas supresoras de
tumores p53 Y Rb 105 que inactivan su funcién, mecanismo que explica en parte
la intervencion de los VPH en el proceso de oncogénesis. ¢ 4%

Las regiones tardias L estan formadas por 2 secuencias L1 y L2, las cuales son
responsables de la codificacién de las proteinas de la capside en la fase final de
ensamblaje viral , la L1 codifica para la proteina principal de la capside y la L2
para proteinas secundarias antigeno-especificas.®>*

La clasificacion de los genotipos se basa en la comparacién de la secuencia de
ADN de las regiones E6, E7 y L1. Los datos acumulados sugieren la posible
asociacion del VPH con un amplio espectro de tumores. A nivel genital se pueden
clasificar en 3 grupos:

a) Los asociados con lesiones benignas o de bajo riesgo (6,11, 30, 34, 40, 42, 43,
44, 53, 54, 55, 57, 61, 66, 70, 72, 81, CP6108), que producen lesiones
escamosas intraepiteliales, con condilomas acuminados y lesiéon intraepitelial
de bajo grado (LIEBG).

b) El grupo de riesgo intermedio (31, 33, 35, 39, 51, 52)



c) Los de alto riesgo oncogénico (16,18, 45, 46, 56, 58, 68, 73, 83) que abarcan
todos los carcinomas intraepiteliales e invasores, tanto del epitelio escamoso
como del glandular.

Los tipos 16 y 18 se han encontrado aproximadamente en el 50-70% de los
carcinomas. El VPH 16 se asocia a lesiones del epitelio escamoso al igual que los
genotipos 31, 33, 35, 52, 58 y 67. El VPH 18 es encontrado con mas frecuencia
en las neoplasias glandulares y el cancer neuroendocrino de células pequenas; al
igual que los tipos 39, 45, 59 y 68. Los VPH de alto riesgo se han identificado en
un 90 a 95% en lesiones invasivas del cérvix. Mientras que a nivel vulvar y vaginal
se relaciona con los genotipos 11y 17. 567

Ver tabla 1, ubicada en la seccion VPH y cancer.

Las infecciones por VPH de bajo y alto riesgo se presentan generalmente entre
mujeres de 15 y 35 afios, el 80% son transitorias siendo los tipos virales de alto
riesgo las que progresen a un carcinoma invasivo. Dentro de los factores de
riesgo asociados a esta infeccién se incluyen: Inicio precoz de actividad sexual,
multiples parejas sexuales, uso de anticonceptivos orales, tabaquismo,
inmunocompromiso celular, promiscuidad relaciones sexuales sin preservativo,
edad y presencia de otras enfermedades de transmisién sexual. "

EPIDEMIOLOGIA

La epidemiologia de las infecciones del VPH no se conoce con precision ya que
las técnicas para la investigacion seroepidemiolégica son insuficientes y el
diagnéstico de las infecciones no genitales se realiza en base al examen fisico y
posteriormente al examen histolégico. La condicion de una infeccion latente
asintomética o sin evidencia histolégica no favorece un dato real de infeccién por
el virus ya que soélo puede ser diagnosticada por técnicas moleculares que no
son rutinariamente utilizadas. Sin embargo, los VPH estan distribuidos en toda la
poblacié(?) y algunos de ellos estan asociados con procesos malignos del tracto
genital.

Se estima que a nivel mundial se presenta una incidencia anual de 6 millones de
infecciones nuevas con VPH y por lo tanto representa una de las principales
infecciones de transmision sexual. En el 2002 la OMS publicé que entre el 65% al
70% de la poblacion sexualmente activa a estado en contacto con algun genotipo
del VPH sin que todos desarrollen la infeccion. En relacion a infecciones
subclinicas puede ser de hasta un 40% de la poblacion femenina con tasas de
infeccion de un 10 al 15%, el tumor mas frecuente es el de cérvix (11.6%), seguido
de vagina y vulva 3.7%. En mujeres mayores de 30 afos la prevalencia se reduce
a un 5 a 10 %, por otro lado la prevalencia de condiloma acuminado y de LIEBG
es de 1.2 % de la poblacion, mientras que alrededor de 500,000 nuevos casos de
cancer cervical son detectados anualmente, por lo que se puede decir que el
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riesgo relativo de la asociacion entre infeccion por VPH y neoplasia
cervicouterina oscila en un rango del 20 al 70%.(": &9

La prevalencia de infeccion por VPH alrededor del mundo en mujeres va de un 2%
a un 44%, siendo mas alta entre mujeres jévenes, decayendo conforme la edad
aumenta. Ademas, la incidencia de infeccion con tipos virales oncogénicos parece
ser méas alta que aquella con tipos virales no oncogénicos.?® ** 9 De las mujeres
infectadas con VPH el 25% desarrollan una LIEBG y solo el 2% de estas
progresaran a lesiones intraepiteliales de alto grado (LIEAG). Esto significa que
aguellas mujeres que en alguna ocasion adquirieron un VPH, solo el 5 0 10% de
ellas desarrollaran cancer cervicouterino. ¢%

En los Estados Unidos la incidencia estimada de carcinoma in situ es de 55
casos por 100,000 mujeres al afio y la de carcinoma invasor se estima 15 casos
nuevos por 100,000 mujeres al afio, calculandose una incidencia de 1-3 millones
de personas con condilomas acuminados. En la poblacion espafiola se reporta
2.5% de cancer cervicouterino (CaCu). En Europa las cifras correspondientes son
155 millones en mujeres mayores de 15 afos, 15.5 millones de mujeres
portadoras, 1.5 millones con lesiones de bajo grado, 85,000 mujeres con lesiones
de alto grado y 23,000 casos de carcinoma invasor, El Instituto Nacional de
Estadisticas en Espafia contemplaba de 1993 a 1996 una incidencia para cancer
de 1,408 casos por 100,000 habitantes. El Colegio Americano de Patologia
estimaba en el 2006 cerca de 1 millon de de mujeres al afio diagnosticadas con
NIC | y 500,000 con CaCu, tomando en cuenta la proporcion de 1000 mujeres
ellos aportan la siguiente frecuencia 1.2% NIC I, 1.5% NIC Il y lII, 1213

En México es la primera neoplasia genital mas importante y la primera causa de
mortalidad en la poblacion femenina, representa el 35% de los tumores malignos,
siendo los 45 afos la edad promedio de diagnostico, con una incidencia de 48
casos por 100 000 habitantes, en las mujeres embarazadas existe un 37.1% de
riesgo de detectar VPH pudiéndose relacionar como factor de riesgo la
inmunosupresién  del embarazo como lo describe Hernandez y col. @4, otro
estudio realizado por Bosch y col.*® reportan que el riesgo de enfermedad para
CaCu se increment6 hasta 7 veces en mujeres con VPH 16 y 18. El VPH 16
estuvo presente en un 48% y el VPH 18 en un 6.7% en pacientes con CaCuy en
las lesiones intraepiteliales (LEI) cervicales, observandose una prevalencia en este
estudio de 7.24% y 11.35%. Montoya y col. ™ detectaron VPH tipos 16, 18, 35 y
58 en CaCu vy lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado en mujeres del
occidente de México mediante tipificacion de ADN por PCR. Bosch en un estudio
mundial de VPH en varios paises de Latinoamérica (sin incluir a México)
describio frecuencia de ADN que van de 87% a 94.7% para cualquier VPH. En
particular el VPH genotipo 16 se detectd de 34.7% a 59.6% y el VPH genotipo
18 se detectdé de 4.1% a 15.1% ™Y En un estudio realizado en México y
Monterrey se utilizd la técnica de hibridacion tipo Southern con un numero de
pacientes 23 y 14 respectivamente en los cuales se reporte la presencia de VPH
16 en 29% y 26% y VPH 18 en 7% y 10% respectivamente ™, Estudios
realizados en México que incluyeron 60 pacientes con NIC que emplean la PCR

3



determinaron frecuencias de 48.8% y 6.7% para VPH 16 y 18 respectivamente.
3 Toroella y col. *® describieron la prevalencia para diferentes tipos de VPH en
mujeres mexicanas con cuello uterino neoplasico y normal, estas fueron de 87%
en CaCu vy 83% para cualquier tipo de lesiones escamosas intraepiteliales. En
México se estima una tasa de mortalidad por CaCu de 5.2 a 12.4 por 100,000
habitantes en América Latina siendo la mayor incidencia de cancer in situ entre
los 30 y 39 afios, los de tipo invasor se encuentran en la sexta década de la vida,
los estados de mayor prevalencia son: Morelos 11.35%, Oaxaca 10.02%
Querétaro 9.6%, Estado de México 9.3% Distrito Federal 8.84%, Jalisco 7.24% y
Michoacén 6.93%. 1617

Por lo anterior podemos decir que el cancer de cérvix constituye un rubro
importante en salud publica, aproximadamente el 80% se localiza en paises en
vias de desarrollo, en la mujer latinoamericana en edad reproductiva ocupa el
primer lugar en incidencia y mortalidad por lo que es un problema grave de de
salud. La poblacion hispana que radica en el sur de Estados Unidos y de
Centroamérica ha incrementado hasta 3 veces la incidencia de mortalidad de
CaCu, las bajas coberturas de tamizaje del CaCu entre la poblacion
latinoamericana con nivel socioecondmico bajo, la desnutricion y la falta de
educacion sexual a los grupos de alto riesgo, son las principales causas de falla
para mejorar la supervivencia. 8% 2%

En un estudio realizado por Sanchez y col. © refieren que el VPH en la poblacion
mexicana es de un 14.5%, en los grupos de riesgo un 43% relacionado a las
trabajadoras sexuales y 69% en mujeres positivas a VIH, el riesgo de infeccion
se ha asociado con el aumento en el numero de parejas sexuales en diferentes
periodos de tiempo, en este estudio las mujeres utilizaron anticonceptivos orales o
espermicidas lo cual se ha relacionado con presencia de VPH, del mismo modo
el riesgo de la primera gesta antes de los 16 aflos y la multiparidad aumenta el
riesgo de displasia como para cancer cervical, 729

El consenso multidisciplinario del foro de VPH sugiere que la prevalencia de las
infecciones subclinicas por VPH puede ser de hasta un 40% con tasas de
infeccion de un 10-15% anual, en los grupos de mas de 30 afios la prevalencia
se reduce a un 5-10%, una aproximacion de la prevalencia de VPH es el 10% en
los paises desarrollados y del 15% en los paises en vias de desarrollo. La
prevalencia de los condilomas acuminados Yy lesiones de bajo grado podrian ser
del 1-2% en paises desarrollados y del 1.5% al 3% en paises en vias de
desarrollo, la incidencia de carcinoma invasor en paises en desarrollo se estima
de 22.5 casos por 100 000 mujeres al afio, Por ultimo la supervivencia media de
los casos de carcinoma invasor es de 10 afios en los paises desarrollados y de 5
en los paises en vias de desarrollo. Actualmente se revisa la evidencia
epidemioldgica que relaciona al VPH con el cancer de cérvix. El tipo viral mas
frecuentemente implicado en lesiones de tipo carcinoma es el genotipo 16 que
representa un 50%, seguido por el VPH 18 con un 12%, el genotipo 45 en un 8%
y el genotipo 31 en un 5%. 1 112122



PATOGENIA.

El VPH afecta piel y mucosas, el aspecto histolégico varia segun la localizacion
de la infeccion y el tipo de virus. Se establece un periodo de incubacion entre 6
semanas y 2 afos, donde la célula diana es el queratinocito, iniciandose el ciclo
celular cuando el virus se une a su célula blanco a través de un receptor de
membrana la molécula A6- integrina. Una vez ocurrida la infecciébn del virus se
establece en el ndcleo de las células basales fuera de los cromosomas del
hospedero. A medida que las células se diferencian y desplazan hacia la
superficie del epitelio, inician la replicacion en coordinacion con la division celular,
conforme van migrando hacia el estrato espinoso del epitelio, la replicacion viral
se estimula, produciendo la acumulacion de viriones dentro del nucleo. Suele
haber integracion en la region E1 y E2 del genoma, la division del gen E2 produce
su inactivacion con la consecuente pérdida de la funcion lo que permite la
activacion de los productos E6y E7.

Las regiones E6 y E7 son esenciales para los procesos de oncogénesis, ya que
ellas producen las proteinas necesarias para la transformacion, el E6 se une al
gen supresor de tumores p53 y el E7 se une a otro gen supresor de tumores el
producto del retinoblastoma y les impide actuar de forma normal. La proteina p53
es un importante regulador de la replicacion celular y es conocido como el
principal represor de tumores en el ser humano, es capaz de detectar dafo
sufrido por el ADN en cualquier célula del organismo. Si el dafio ha sido en una
etapa del ciclo celular en la que aun no ha ocurrido la replicaciéon del ADN, p53
envia una sefial para que el ciclo celular se pare vy el dafio celular sea reparado,
cuando el dafo es después de la replicacion de ADN , p53 envia una sefial para
detener el ciclo celular y como a este nivel es imposible reparar los dafios la
célula sufre un proceso de apoptosis, con esto no se permite que los dafos
causados al ADN sean heredados a celular hijas que pueden ser el origen de un
tumor maligno. ©

La proteina E7 se une al producto del gen supresor de retinoblastoma, el cual es
un factor regulador del ciclo celular ya que se une directamente al factor
transcripcional E2F, que a su vez induce la transcripcion de elementos
involucrados con la replicacién celular, la proteina E7 de los VPH de alto riesgo
tienen una alta afinidad por el sitio de union de retinoblastoma a E2F, cuando la
célula ha sido infectada se unen a este sitio impidiendo que éste mantenga
controlado a E2F, el cual queda libre e induce la replicacion celular continua. De
esta manera E6 y E7 cooperan eficientemente en la transformacion de las células
produciendo tumores cervicales a largo plazo. ®

La expresion de los genes tempranos ocurre a lo largo de todos los estratos
epiteliales, la expresion de los genes tardios se observa Unicamente en los
queratinocitos totalmente diferenciados de los estratos corneos, los VPH no
presentan un fase litica por lo que se valen de las caracteristicas propias de las
células que los albergan para propagar su progenie, la cual es liberada cuando
las células terminales del estrato crneo sufren un proceso de descamacion. ©¢1©
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En las lesiones benignas el ADN se localiza en posicion extra cromosémica del
nacleo celular, por el contrario en las lesiones grave, el ADN se encuentra
integrado en el cromosoma celular, el ADN viral se inserta rompiendo la region
E2, esta circunstancia puede explicar la malignizacion de la lesion ya que la
expresion de la proteina E2 regula la expresién de las proteinas supresoras de
tumores que son p53 vy el oncogén del retinoblastoma. Otros mecanismos de
patogenicidad oncolégica son la inestabilidad cromosOmica, la colaboracion de
oncogenes activados, la metilacion de distintas zonas del ADN viral y celular y
diversos factores hormonales e inmunogenéticos. *®)

En los pacientes con VPH se han descrito diversas alteraciones inespecificas del
sistema inmunitario entre ellos la disminucién del factor de necrosis tumoral alfa,
interleucina 1 y los interferones, las que normalmente contribuyen al control de
las infecciones. Las reacciones de hipersensibilidad retardada y las respuestas
linfoproliferativas y citotoxicas frente los antigenos de VPH especialmente E6 y
(%)7, son frecuentes en los pacientes infectados pero no se detectan en todos ellos.

MANIFESTACIONES CLINICAS:

Verrugas anogenitales:

Son papulas cutdneas exofiticas, hiperqueratdésicas de aspecto carnoso y
coloracién grisacea con un pediculo corto y ancho o multiples con bordes bien
delimitados, La incidencia se presenta mas entre mujeres de 20 a 24 afios se
reportan 1200 casos x 100 000 pacientes, el aspecto va desde un color aperlado
y liso, su tamafio es desde 1 mm, en las mujeres las lesiones aparecen en el
introito vaginal , vulva, periné, ano, cuello uterino y con menor frecuencia en los
labios mayores y clitoris, las verrugas causadas por los tipos 16 y 18 son
lesiones pequefias, blanquecinas con bordes mal definidos. ‘#2123

Condilomas acuminados:

También conocidos como verrugas genitales, se caracterizan por la presencia de
excrecencias carnosas localizadas en las mucosas del area ano genital, suelen
ser de aspecto exofitico generalmente pediculado y papulares en ocasiones
aplanados, se presentan bajo el aspecto de una lesién hiperplasica carnosa y
hameda de color rosa o blanca o bien se pueden presentar como lesiones
hiperqueratosicas o papulas pigmentadas, que tienen forma semejante a una
coliflor. En su evolucién pueden permanecer indefinidamente con las
caracteristicas ya mencionadas, involucionar o extenderse de forma progresiva.
En este ultimo caso pueden formar placas infiltradas y de aspecto tumoral .El
segundo aspecto clinico es su presentacion en pequefias papulas, multiples.

Suelen ser induradas al tacto y se localizan en los limites de la mucosa de la piel.
(19, 24, 25)



En la mujer aparecen en la horquilla vulvar y en labios mayores y menores, por
las condiciones de humedad del area genital pueden propagarse a toda la vulva,
incluso al perineo y area perianal. En la vulva y perineo pueden manifestarse
como condilomas exofiticos o como lesiones de tipo papuloso, micropapular o
macular, redondeadas, levemente sobreelevadas, estos suelen ser benignos pero
pueden contener 5% de virus oncogénicos. 4 2%:20)

Las lesiones subclinicas en la mujer se localizan en la mayoria en las superficies
de las mucosas Yy se manifiestan por manchas de color blanco y lesiones
aplanadas y multiples. Microscopicamente se caracterizan por un epitelio
escamoso acantético y algunas veces hiperqueratético, se observan mudltiples
capilares en las formaciones papilomatosas, coilocitos con halos citoplasmaticos,
multinucleados, con cromatina con aspecto de vidrio esmerilado. La actividad
mitdtica en la capa basal y media, produce muchas veces lesiones subclinicas que

se h?cer; evidentes al examen colposcopico tras la aplicacién de acido acético al
5%. 12,26

Céancery VPH
Actualmente hay mas de 100 genotipos de VPH, algunos de ellos los
considerados como de alto riesgo afectan al epitelio escamoso y estratificado por

lo que se han asociado al 99% de los CaCu. Los genotipos de bajo riesgo se
relacionan a lesiones benignas como condilomas y NIC menores. ¢”

Tabla 1. Asociacion entre genotipo aislado y lesion observada.

Lesion Genotipos

Verrugas cutaneas 1,2,3,4,7,10,13,28,29,38

Condiloma acuminado 6, 11

Neoplasia intraepitelial cervical 6,11,16,18,30,31,33,35,39,40,42,45,51,52,56
Carcinoma escamocelular de cérvix | 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56
Adenocarcinoma de cérvix 18

Carcinomas y neoplasias | 16, raro 6y 11

intraepiteliales vulvares

Carcinomas y neoplasias | 6, 16,11,18,33

intraepiteliales anales

Actualmente la infeccion por VPH se reconoce como la causa mas importante del
cancer del cuello uterino, los genotipos que se clasifican como de bajo riesgo
raramente conllevan a la aparicion de cancer, los mas comunes incluyen a VPH 6
y 11. Los genotipos de alto riesgo mas frecuentemente identificados son VPH 16,




18, 31 y 45, el lapso para que progresan a cancer es de 10 a 20 afios, los
estudios sugieren que el que una mujer desarrolle cancer o no, depende de una
variedad de factores que actlan conjuntamente con los tipos de VPH asociados
al mismo. Las lesiones intraepiteliales incluyen: Los de bajo grado NIC | o
displasia leve, NIC Il (displasia moderada) y NIC 11l (displasia grave y carcinoma in
situ). Las lesiones NIC | y Il son autolimitables, las NIC Ill tienen una historia
natural distinta, las LIEAG incluyen las llamadas neoplasias cervicales
intraepiteliales. ¢% 2428

El CaCu es un problema de salud publica, la mortalidad es alta en América Latina
y se asocia este problema al VPH en un 90%, la infeccion por el virus precede en
el tiempo a la aparicion de la neoplasia intraepitelial cervical, se considera al
epitelio escamoso como el area mas vulnerable a la infeccion, la asociacion entre
VPH y cancer se sugirid por primera vez en la década de los 70 s, desde entonces
se han desarrollado numerosos estudios que muestran una evidencia poderosa
sobre el papel etiolégico, usando métodos de hibridacion se han descubierto
secuencias de nucledtidos del VPH del 10 al 30% y estudios de PCR hallan una
prevalencia del 46%, en las LEI se ha encontrado genoma viral en cérvix en 29-
75% de casos de LEIAG 99% de los carcinomas escamocelulares, 90% en los
adenocarcinomas invasivos de cérvix. Algunos genotipos de VPH poseen la
capacidad de actuar en la transformacién maligna ya que requieren ciertos
eventos genéticos para que requiera esta transformacion, en estudios se
menciona que el 30% de las mujeres VPH 16 positivas desarrollan LIEAG y se
relaciona a carcinoma escamocelular queratinizante, EI VPH 18 se encuentra en
adenocarcinomas, carcinomas adenocamosos y carcinomas de células pequefias.
A nivel vulvar las lesiones condilomatosas contienen VPH 6 y 11, el carcinoma in
situ contiene VPH 16 en 60 a 90% de los casos. Los carcinomas de vulva son
minoria y se relacionan con carcinomas verrucosos. ?%%4

El CaCu es mas comun después de los 35 afos, lo que sugiere infeccion a
temprana edad y progresion lenta a cancer. Entre los factores predisponentes se
ha identificado; el uso prolongado de anticonceptivos orales, coinfeccién con otros
virus en cérvix, como el del herpes simple (HSV) tipo 2, citomegalovirus (CMV),
herpesvirus humano tipos 6 y 7 (HHV-6 y HHV-7). La carga viral de VPH
correlaciona directamente con la severidad de la enfermedad, el VPH 16 puede
alcanzar una carga viral mas alta que otros tipos virales y representa el 27% del
efecto de los factores subyacentes para el desarrollo del tumor. EI CaCu de
células escamosas es el mas comun, mientras que el 10 % de los casos son de
origen glandular, es decir adenocarcinoma. El adenocarcinoma invasor puede ser
puro o mezclado con carcinoma de células escamosas, con lo que se denomina
carcinoma adenoescamoso. - %1%

Mucho se ha hecho énfasis en que la evolucidon a malignidad de los epitelios
infectados con VPH depende de la asociacion de varios factores y no solo de la
presencia de genotipos oncogénicos entre los cofactores necesarios para
favorecer la progresion a malignidad del epitelio afectado, se mencionan:



Factores de adquisicion:
Como la conducta sexual de riesgo (edad de primer coito, relaciones
sexuales sin preservativo, promiscuidad, varones no circuncidados, malos
habitos higiénicos).

Factores de progresion/ regresion.
Virales: genotipos, integracion al ADN viral y la carga viral.
Genéticos: respuesta inmunitaria y susceptibilidad genética.
Medio ambientales: edad, tabaco, uso de anticonceptivos orales, paridad,
estado de inmunosupresion, VIH, enfermedades de transmision sexual
como Chlamydia y Herpes virus.

Factores de invasion:
Factores angiogénicos:
-alteracion en la regulacién negativa de proteinas inhibitorias endoégenas
como trombospondina-1 e factor de necrosis tumoral alfa.
-aumento en la funcién de factores de crecimiento. IL-8, TGFB, bFGF vy el
factor de crecimiento de endotelio vascular. "

Para hablar de cancer habra que definir a la transformacion confinada al espesor
del epitelio, en 1949 Papanicolau introduce los términos de displasia en
histopatologia para designar dichos cambios, estableciendo una clasificacién de
leve, moderada y severa o grave. Sin embargo es hasta 1967 cuando se propone
el término de neoplasia intraepitelial cervical (NIC), agrupandose en 3 grados, la
ventaja principal es el reconocimiento de la unidad del proceso patolégico lo cual
conlleva a una relacién con las técnicas terapéuticas. Esta clasificacion ha sido
bastante adecuada y por lo tanto la mas utilizada a nivel internacional, se llama a
NIC | o lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LIEBG) cuando el resultado
es negativo para lesiones intraepiteliales o malignidad, aqui no hay evidencia de
neoplasia independientemente de si se observan 0 no microorganismos u otros
hallazgos no neoplasicos, compromete 2/3 superiores del epitelio, NIC 1l o
displasia moderada compromete 2/3 inferiores del epitelio y NIC Ill o displasia in
situ cuando compromete todo el epitelio, estas ultimas consideradas lesion
intraepitelial de alto grado.®2%

Los grados de NIC involucran un cambio etiopatogénico, diagnostico, pronostico y
terapéutico, el NIC es un cambio en el epitelio que evoluciona como una entidad
continua que tiene su origen en la zona de transicion de los epitelios. EI cambio
ocurre en una célula y crece en la zona de transformacion que es la metaplasia
situada entre el epitelio escamoso original y la zona de transicion actual, el NIC
puede extenderse al canal endocervical, pero en sentido opuesto, se detiene en su
desarrollo a nivel de la unidn escamocolumnar original ya que este epitelio
estratificado posee ciertos polipéptidos que impiden la proliferacion de las células
neoplasicas en el NIC, a medida que progresa la lesibn se extiende en la
superficie epitelial y se acorta el lapso para transformarse en cancer invasor, asi
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mismo disminuyen las probabilidades de que permanezca como NIC o0 que
desaparezca sin tratamiento, una vez que aparece el cancer invasor al romper la
membrana basal, se trata ya de una enfermedad distinta con prondéstico vy
tratamiento propio ?42%

Las lesiones de alto grado incluyen las llamadas neoplasias cervicales
intraepiteliales NIC II'Y NIC lll, (displasia grave y carcinoma in situ), las lesiones
de bajo grado incluyen los cambios citolégicos caracteristicos de la lesion de VPH
o NIC | o displasia leve, estas lesiones contienen en su mayor parte virus de bajo
riesgo, razon por la que raramente progresaran. La historia natural de la
oncogénesis cervical podria seguir el modelo segun el que, al iniciar su actividad
sexual, la mujer puede ser contagiada por un virus de alto riesgo que en la
mayoria de los casos da lugar a una infeccién transitoria de 6 a 8 meses, de
forma ocasional la infeccidbn desarrollara una lesion visible al microscopio, sin
embargo los VPH de alto riesgo ejerceran su actividad oncogénica integrandose
al genoma, esta interaccion en células proliferativa, como las del cuello uterino
impide la reparacion correcta del ADN conduce a una inestabilidad genémica y
aumenta la probabilidad de desarrollar mutaciones especificas y esenciales para
la progresion de céncer invasor, aunque como ya se ha descrito son necesarios
otros cofactores para la persistencia y progresion del mismo. Los tipos de VPH
mas asociados a cancer son 16 y 18, hasta en un 85%.2% 28:29)

Se consideran a las adolescentes y a las embarazadas como grupos de riesgo
qgue requieren vigilancia estrecha y seguimiento clinico. Las adolescentes tienen
bajo riesgo de un cancer cervical pero citologicamente se diagnostican con
frecuencia lesiones intraepiteliales con tendencia a la curacién. Las mujeres
embarazadas tiene riesgo minimo de progresar a un cancer invasor durante el
embarazo, se reporta que 0.05% de todos los embarazos estan asociados con
cancer cervical, 222 28:30)

Aproximadamente 1 % de las mujeres con cancer cervical estan embarazadas al
tiempo del diagnostico, el aparente incremento de incidencia de cancer invasivo
en gente joven y el inicio cada vez mas tardio de la primera gestacion induce a
pensar que este pueda ser un problema cada vez mas frecuente y plantea la
necesidad de practicar un tamizaje citolégico en la primera visita de cada
gestacion, en mujeres que no se habian realizado citologias previas. El cancer
invasivo de cérvix durante la gestacion es una amenaza para el feto y la madre
pero poco frecuente, su incidencia varia de 1 a 15 casos por 10,000 embarazos,
los cambios intraepiteliales estdn asociados con hemorragias. El embarazo es
una excelente oportunidad para detectar mujeres con anormalidades citologicas
que de otra manera se hubiesen ignorado. Las anormalidades citolégicas por otra
parte son mucho mas comunes Yy complican el 5% de las gestaciones. Es
necesario establecer pautas de conducta correctas para la evaluacion de una
citologia anormal en el embarazo, ya que puede producir en la paciente una
ansiedad por los efectos desfavorables sobre madre e hijo 1% 2239
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CERVIX Y GESTACION

Debido a la gestacion y al aumento de los niveles de estrogenos y progesterona
circulantes se producen alteraciones histoldgicas y anatomicas que modifican las
imagenes colposcopicas, asi hay un aumento en el volumen cervical o hipertrofia
gravidica debido a un aumento de la vascularizacion que produce un color azul
por la vasodilatacion , edema e hipertrofia del estroma, un incremento del moco,
son mas marcados en primiparas, comienza en las primeras semanas del
embarazo y es facilmente visible en el segundo trimestre, siendo menos marcado
en los siguientes meses del embarazo. También existe una modificacion del
estroma cervical similar a las que fisiologicamente se produce a nivel
endometrial durante el embarazo que va a condicionar una coloracion
amaril(lz%)rg(t)? y cambios que pueden confundirse con imagenes sospechosas de
VPH. >

VPHY GESTACION

Por otra parte el embarazo altera la respuesta inmunitaria y puede estimular la
replicacion viral por las altas tasas de estradiol y progesterona, la prevalencia en
el embarazo es altamente discordante debido a las diferencias de técnicas
usadas en el diagnostico, algunos estudios mencionan que la prevalencia de VPH
es la misma en mujeres embarazadas que en las no embarazadas y sin
significado estadistico en las anormalidades citolégicas que derivan de las
infecciones por VPH; otros estudios sugieren que la prevalencia de VPH en la
gestacion es mas alta que en el periodo posparto Y, variando entre un 45-50%
frente al 31% en el puerperio.

Algunas teorias que se han postulado para explicar estos hallazgos implican que:
las gestantes tienden a tener menos compafieros sexuales que las no gestantes
y entonces tienen menos posibilidades de adquirir nuevas infecciones por VPH.
También se puede explicar por la posible activacion viral por las hormonas y
factores inmunoldgicos, disminucién de la inmunidad mediada por las células y
una respuesta inmune humoral menor. También se ha demostrado que hay poco
aclaramiento viral durante el embarazo, compensado con un mayor aclaramiento
en el post parto, en las embarazadas infectadas por VPH en relacion al observado
en las no embarazadas en un mismo periodo de tiempo, puede ser explicado por
el traumatismo del parto con posterior reparacion tisular, el aclaramiento viral
precede en 3 meses a la regresion de lesiones cervicales. Esto podria expresar
una probable regresion de lesiones posparto, la posibilidad de progresion de las
lesiones cervicales intraepiteliales durante el embarazo es minima, ante un
diagnostico de NIC 1Y Il las posibilidades de malignizacion son minimas y se
puede referir a estudio posparto en vez de seguimiento citocolposcépico ante
parto. Si se diagnostica un cancer invasivo la estrategia a seguir dependera de las
semanas de gestacion del producto. 92®
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METODOS DIAGNOSTICOS:

Las lesiones de VPH pueden afectar de forma aislada o multicéntrica y multifocal
a cualquier parte de tracto genital inferior y region perianal por lo que se debe
hacer un estudio exhaustivo de los genitales femeninos, aunque el diagndstico es
clinico en la mayoria de los casos, la posible presencia de infecciones
subclinicas, asintomaticas o latentes, han favorecido el desarrollo de una
variedad de técnicas de tamizaje diagnosticas, entre las que destacan las
morfolégicas para deteccién de virus (citologia, colposcopia, histopatologia),
inmunohistoquimicas para deteccion del antigeno viral en la lesion y las basadas
en la deteccion de ADN viral. La exploracion fisica deberd incluir una inspeccién
minuciosa de toda la vulva y region perianal y un examen detallado con un
espéculo del cuello uterino, dada la frecuente multicentricidad de la lesién. @®

CITOLOGIA:

Surgid como un procedimiento diagnostico disefiado por Papanicolau, quien con
el objeto de comunicar sus hallazgos, ide6 una clasificacion diagnéstica, la cual
ha ayudado a ampliar el conocimiento de la historia natural de CaCu.

La citologia mediante Tincibn de Papanicolau puede detectar alteraciones
celulares gque son indicativas de infeccién por VPH, no es un método diagndstico
sino de tamizaje de lesiones preneoplasicas, sin embargo con esta técnica se
observa un alto porcentaje de falsos negativos, por lo cual para disminuir el
namero de falsos negativos se han introducido varios sistemas de recoleccion,
procesamiento y valoracion de ésta, como son:

1. La citologia en medio liquido que consiste en la toma simultdnea de tejido
de la regidbn endo y exocervical con cepillo citobrush, mismo que se
introduce en una solucién liquida, se pasa por un filtro y se transfiere a un
laminilla. Esta muestra se prepara a medida que se eliminan los detritus
celulares vy distribuye las células en mono capas lo cual hace mas facil su
interpretacion.

2. Técnicas computarizadas o equipos automatizados que seleccionan

campos anormales para que sean interpretadas por el citélogo.

La nomenclatura se basa en el sistema Bethesda su aporte principal fue la
creacion del término LIEBG y LIEAG. Este sistema combina cambios
condilomatosos planos VPH y NIC I, en LIEBG y NIC II-NIC Ill en LIEAG. @"
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TABLA 2. Sistema Bethesda.

e SISTEMA BETHESDA:
Lesiones e interpretaciones:

* No lesion intraepitelial

* Anomalias de células escamosas

e Célula escamosa

* Célula escamosa atipica (ASC)

* De significado incerto (ASC-US)

* No puede descartarse LIEBG(ASC-H)

» Lesion escamosa intraepitelial de bajo grado (LIEBG)

» Lesion escamosa intraepitelial de alto grado (LIEAG)

e Carcinoma de células escamosas

e Glandular

e Células glandulares atipicas (AGC) (endocervicales, endometriales o0 no
especificas)

e Células glandulares atipicas, probablemente neoplasicas,
(endocervicales, endometriales o no especificas)

* Adenocarcinoma endocervical in situ (AlS)

» Otros

» Células endometriales no atipicas en mujeres de 40 afios

COLPOSCOPIA:

Es un método de exploracion de cuello uterino, vagina, vulva y region perianal
qgue aparecio en 1925 y fue ideado por el Dr. Hans Hinselman quien establecio la
terminologia para designar las lesiones observadas, es un procedimiento
exploratorio instrumentado en el que se emplea un aparato con sistemas 6pticos
de aumento a traveés del cual se puede observar el tracto genital inferior y el ano,
visualizandose las condiciones del epitelio tras la aplicaciéon de &acido acético al
5% en yodo-lugol, considera varios factores: contorno de la superficie, color y
margenes de la lesion, patrones vasculares, distancia intracapilar y tiempo en que
la lesion permanece blanca después de la aplicacion de acido acético, Se han
descrito varias escalas colposcopicas, las lesiones de LIEBG tienen el aspecto de
una lesion acetoblanca plana o condiloma exofitico, son cambios variables desde
un color blanco rosado, transparente, el contorno puede ser lesiones planas y
zonas ligeramente elevadas hasta condilomas acuminados exofiticos y floridos, se
pueden describir similares a una cola de pavo, flecos y/o con aspecto de
mapa.(27’32)

BIOPSIA:
Toda lesién sospechosa en la colposcopia debe ser biopsiada, dado su relacion

con las lesiones preneoplasicas, se recomienda tomar una muestra en todos los
condilomas cervicales localizados en la conjuncion escamocilindrica, cuando la
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lesion no responde al tratamiento, cuando son pigmentados, ulcerados o de
lesiones papulares o maculares, asi como en los epitelios acetoblanco en el cuello
uterino, especialmente los que estan localizados en la unién escamoso columnar;
en vulva sblo se aconseja tomar tejido de aquellos que aparezcan bien
delimitados , la biopsia de la lesibn sospechosa es una forma rutinaria vy
establecida para confirmar el diagnéstico histopatolégico y permite un diagnostico
de gran precision sobre el grado de lesién precursora o malignidad.®”

DIAGNOSTICOS MOLECULARES:

Las técnicas de Biologia Molecular permiten la identificacion de ADN viral presente
en la muestra, tienen una elevada sensibilidad y especificidad y son los Unicos
métodos que permiten identificar el tipo de VPH vy la presencia de infecciones
mixtas, ®? entre las mas empleadas estan:

a) Técnicas de hibridacion molecular (captura de hibridos)
b) Técnicas de amplificacion del genoma (PCR).

Captura de hibridos es una técnica que permite la deteccion de VPH por grupos
de riesgo, los primer utilizados permiten la deteccion de todos los tipos virales
diferenciandolos solo como grupos de alto o de bajo riesgo sin especificar el
genotipo de VPH presente.

La principal ventaja al emplear la técnica de reaccion de la cadena de la
polimerasa (PCR) es el andlisis de una gran variedad de muestras (raspados
cervicales, exudados vaginales, orina), debido a esto es de las mas utilizadas; en
varios estudios de La cruz y Mendoza utilizaron técnicas de PCR para
identificacion de VPH ©3**% Carrillo y col. en un estudio utilizaron métodos
moleculares para obtener correlaciones de CACU y neoplasias de bajo grado con
la genotipificacion G

La PCR en tiempo real es una de las técnicas mas novedosas, radica en la
capacidad de asignar valores cuantitativos reales a los amplificados, mediante
sondas marcadas con fluorocromos, este método es mas complejo que los
anteriores y de recién empleo, requiere del disefio de sondas especificas de cada
uno de los genotipos de VPH.

Estos métodos han sido aprobados por la Federal Drugs Administration (FDA), ya
gue la deteccion de los genotipos de VPH juega un papel importante en la clinica
de las pacientes con lesiones pre invasivas de cuello o hasta como complemento
de la citologia ©¢3":38)

Por lo tanto las técnicas de biologia molecular han sido extensamente utilizadas
para detectar y subdividir los tipo de VPH en baja ,intermedio y alta capacidad
oncogénica, se ha planteado la posibilidad de utilizar estas técnicas como un
recurso para definir a las pacientes cuyos resultados en la citologia son atipia
celular de significado incierto. 39441
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

El espectro de enfermedad ocasionado por la infeccién por el VPH es muy amplio,
incluye pacientes con neoformaciones benignas, displasia celular, lesiones
malignas y el riesgo de evolucion de la enfermedad a cancer invasor. El Instituto
Nacional de Perinatologia (INPer) atiende una gran variedad de pacientes con
alteraciones ginecoldgicas que representan una muestra amplia de la poblacién
obstétrica que permite el estudio del curso de la infeccion por el VPH y las
condiciones médicas que pueden modificar el curso de la infeccion.

Actualmente existen avances tecnolégicos importantes en relacion al diagndstico
de enfermedades infecciosas, como aquellos que emplean metodologias
relacionadas con Biologia Molecular que se basan en la amplificacion de acidos
nucleicos y que brindan un resultado confiable y oportuno sobre la presencia de
material genético del virus, ademas de la identificacién de los diferentes genotipos
del VPH, los cuales estan relacionados con un prondstico y un tipo de tratamiento
diferente para las pacientes infectadas, por lo que se es importante conocer los
genotipos de VPH que mas frecuentemente afectan a las pacientes de nuestra
institucion.
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JUSTIFICACION:

El VPH es una entidad clinica que muchas veces es dificil de identificar
clinicamente y que puede pasar desapercibido. Se cuenta con un sistema de
clasificacion (Bethesda) desarrollado especificamente para la identificacién de
lesiones observadas por colposcopia a pesar de esto aun se reportan hasta un
20-40% falsos negativos.

La presencia de ciertos genotipos se ha relacionado con el desarrollo de algunas
lesiones a carcinomas invasivos.

Las técnicas de Biologia Molecular presentan un mayor sensibilidad y han sido
extensamente utilizadas para detectar la presencia de VPH como un recurso para
definir en las pacientes con atipia celular de significado incierto quiénes requieren
de colposcopia y biopsia , el propdésito de esto es unir criterios sutiles de la
citologia con la deteccion del virus por técnicas moleculares.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION:

¢, Cuales son los genotipos de VPH aislados con mayor frecuencia en la poblacién
de pacientes infectadas por este virus en el INPer?

OBJETIVO GENERAL:

Identificar los genotipos mas frecuentes de VPH en mujeres con infeccion
utilizando la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
-Establecer la asociacion entre genotipos virales y entidad clinica.

-Establecer la asociacion entre genotipos virales y lesiones oncogénicas de bajo
o alto grado
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HIPOTESIS:
1) La infeccién por los genotipos 16 y 18 del virus de papiloma humano (VPH)
son los de mayor frecuencia en la poblacion del INPer.
2) El tipo de lesion sugestiva de infeccion por el virus de papiloma humano

(VPH) se encuentra relacionada al genotipo.

3) La infeccion por genotipos de alto riesgo del virus de papiloma humano
(VPH) se asocian con neoplasia intracervical en la poblacién del INPer
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TIPO DE ESTUDIO

Estudio retrospectivo, observacional, descriptivo.

POBLACION DE ESTUDIO

Pacientes del INPer que cursen con infeccion por el VPH.

CRITERIOS DE INCLUSION:

1) Mujeres con lesiones genitales de condiloma acuminado
2) Mujeres con lesiones cervicales compatibles con displasia por VPH
3) Pacientes con sospecha de infeccion por VPH atendidas en el INPer

CRITERIO DE EXCLUSION:

1) Pacientes sin informacion completa en el expediente clinico
2) Pacientes gue no se encuentra expediente clinico

VARIABLES INDEPENDIENTES:

Infeccion por VPH

VARIABLES DEPENDIENTES:

Genotipo Viral
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METODOLOGIA:
A) MUESTRAS

Se analizaron muestras de cepillados de endocérvix y/o muestras de las
neoformaciones genitales de pacientes embarazadas y no embarazadas
atendidas en el periodo del afio 2007 al 2009, obtenidas a través de la
consulta externa del servicio de Infectologia y colposcopia con lesiones de
condilomas en la regidon genital y/o perineal, o con lesiones cervicales
compatibles con infeccion por el VPH.

B) GENOTIPIFICACION DE VPH

La genotipificacion de Virus del Papiloma Humano se realiz6 mediante la
técnica Linear Array HPV Genotyping Test (Roche).

La metodologia se llevo a cabo de acuerdo a las instrucciones del proveedor.
Esta prueba es cualitativa especifica para la deteccion de VPH en muestras
clinicas, detecta 37 genotipos virales incluidos 13 de alto riesgo (ver tabla 2) y
se basa en cuatro pasos:

Genotipificacién de Virus del Papiloma Humano media  nte la técnica
Linear Array HPV Genotyping test (Roche).

A) Extraccion de ADN

El aislamiento y purificacion del ADN se lleva a cabo en una columna. El gen de la
B globina se aisla de forma simultdnea y garantiza la adecuacion celular, la
extraccion y amplificacion de cada muestra es procesada individualmente.

De la muestras de raspado cervical se tomd una alicuota de 250 pl y se coloco en
un tubo eppendorf de 2.0 ml, se adicionaron 80 ul de la solucion de lisis, se
colocd en un termoblock a 56 C durante 30 min. EI ADN se libera por accion la
lisis de muestras de células cervicales bajo condiciones de desnaturalizacién a
temperaturas elevadas, utilizando proteinasa K, al finalizar la incubacion, se
pipetearon 250 pl de la solucion de trabajo a cada tubo, se mezclé en vortex 10
seg. y se incubo a 70 < por 15 minutos en un term oblock.

Para lograr la precipitacion del ADN, se adicionaron 300 ul de alcohol absoluto a
cada tubo y se mezclaron en vortex por 15 seg., se incubaron a temperatura
ambiente por 5 min., cada lisado se transfirio a una columna conectada en una
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bomba vacio, en la cual se adicionan 750ul de solucion de lavado y se hizo pasar
vacio para capturar el ADN en el filtro de la columna. Se adicionaron 750 ul de
etanol absoluto a cada columna y se hizo pasar nuevamente vacio.

Las columnas se transfirieron a tubos de recoleccion de 2.0 ml y se centrifugaron
a 15,000 rpm durante 3 min., para eliminar residuos celulares, la columna se
transfiri6 a un nuevo tubo y se adicionaron 120 pl de solucién eluyente, se
incubaron a temperatura ambiente por 5 min. y finalmente para recuperar el ADN
se centrifugaron a 15,000 rpm durante 1 min. El ADN queda en la solucién, los
tubos se etiquetan y refrigeran hasta su uso.

B) Amplificacién del DNA blanco mediante PCR.

La prueba utiliza oligonucledtidos biotinilados para definir una secuencia de
nucleotidos en la region L1 polimérfica del genoma del VPH, contenidos en la
mezcla maestra (MMX), diseflados para amplificar el ADN de 37 genotipos de
VPH. Un par de primer adicional se dirige al gen de la B globina.

La MMX viene preparada en una solucibn que contiene la enzima DNA
polimerasa, dNTPS, Mg , el juego de oligonucleétidos biotinilados de cada
genotipo de VPH y el de la B globina, ademas de la enzima Amperasa, cuya
funcion es la de descontaminar la muestra antes de iniciar la amplificacion a una
temperatura 6ptima de 50 C. La MMX antes de usarl a debe agitarse suavemente
invirtiendo el tubo de 10 a 15 veces.

La amplificacion se llevo a cabo en un volumen total de 100 pl, el cual contenia 50
pul de MMX y 50 pl del DNA extraido de cada muestra y el de los controles
(Control Negativo y Control Positivo). Enseguida los tubos se colocaron en un
termociclador donde se llevé a cabo la amplificacion. Para la amplificacion se
siguieron las siguientes condiciones: 1 ciclo de activacién para la Amperasa (2
min/50 °C), 1 ciclo de desnaturalizacion (9 min/95 °C), 40 ciclos de amplificacion
(30 seg /95 °C, 1 min/55 °C, 1 min/72 °C), y un ciclo de extension final (5 min/72
°C), el equipo mantiene las muestra a 72 °C hasta el momento de agregar el
desnaturalizante.

Al terminar la amplificacion, se retiraron los tubos del equipo y se agregé a cada

uno 100 pl de solucién desnaturalizante, para eliminar cualquier resto de la
enzima e impedir de este modo la degradacién de los amplicones obijetivo.
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C) Hibridacion de los productos amplificados.

Se transfirieron 75 pL del amplicon desnaturalizado a una charola (dividida en
varios canales) que contenia 4 ml de una solucion de hibridacion y una tira de
genotipado de VPH (tira de nilon revestida con sondas de ADN de VPH y B
globina, se incubé en bafio Maria a 53 €/30 min. en agitacion (60 rpm). El
amplicon marcado con biotina se hibrida con alguna de las sondas solo si
contiene la secuencia correspondiente.

D) Deteccién

Después de la hibridacién se lavaron las tiras para eliminar el material no fijado,
utilizando 4 ml de solucion de lavado en cada canal, se agitO manualmente y se
retir6 el sobrenadante de cada division, empleando una bomba de vacio, se
afadieron nuevamente 4 ml de solucién de lavado a cada canal, se incubaron en
bafio Maria a 53 /15 min. en agitacion (60 rpm), y se retird el sobrenadante de
cada divisién. Después se afiadieron 4 ml del conjugado Streptavidina peroxidasa
de rabano picante (SHA-RP), Incubamos a Temp. Amb. /30 min. en un agitador
orbital, el conjugado se une al amplicon marcado con biotina e hibridado con las
sondas oligonucledtidos sobre la tira, se afiadido huevamente 4 ml de solucion de
lavado a cada canal, se incubé Temp. Amb. /10 min. en agitaciéon (60 rpm) y se
retird el sobrenadante de cada pozo. Se afadieron 4 ml de substrato (solucion que
contiene Tetrametilbenzidina (TMB)) y Peréxido de Hidrogeno. Incubamos a
Temp. Amb. /5 min. en un agitador orbital (Protegido de la luz), y se retiro el
sobrenadante de cada pozo. Finalmente afiadimos 4 ml de agua desionizada a
cada pozo y se mantuvo en un agitador orbital hasta observar la aparicion de
bandas. Cuando un resultado es positivo la reaccién da un color azul en la
posicion correspondiente a el (los) genotipo (s) presente (s) en la muestra.

TABLA 2. GENOTIPOS DE VPH IDENTIFICADOS CON EL KIT
Linear Array HPV Genotyping test (Roche).

CLASIFICACION GENOTIPOS DE VPH
ALTO RIESGO 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68
BAJO RIESGO 6, 11, 26, 40, 42, 53, 54, 55, 61, 62, 64, 66, 67, 69, 70,
71, 72, 73 (MM9), 81, 82(MM4), 83(MM7), 84 (MM8),
1S39, CP6108.
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RESULTADOS:

Para la identificacion de los genotipos de VPH que pudieran estar presentes en las

muestras analizadas, se compar6 la posicion de las bandas azules con el patrén

de referencia proporcionado por el fabricante (fotografia 1) de acuerdo a los
siguientes pasos:

1. Observacion de la banda correspondiente a la B globina, que es un control
interno y que nos indica que no hubo inhibicién de la PCR.

2. Lectura de las bandas correspondientes en los controles negativo y positivo. Lo
gue nos valida nuevamente la prueba. (fotografia 1). En el control negativo la
tira permanece blanca en toda su extension, mientras que en el control positivo
aparece una banda azul que corresponde al genotipo 16.

3. Analisis individual de cada una de las tiras correspondientes a las muestras

clinicas procesadas.

LINEAR AR
"“"lh GenowpingﬂﬁYstHPV
Reference Guide/ Referenzleitfaden/ Guide de références/

Guide di riferimento/ Guia d i i i
Referenceguide/ Rsler:’nnsgzi;ae'emnm, sty

vy
. - GEEEESRECOEEEG gEEE

Roche Molecular
“ s " Systams,n.

Fotografia que muestra la banda de Imagen que muestra el patron de lectura
B globina para correlacionar las muestras problema

Imagen que muestra las bandas de
identificacibn de genotipos y su
comparacion con el patrén de lectura
para asignar al genotipo de VPH
presente.

23



Una vez obtenidas las lecturas de cada muestra y con el objetivo de valorar los
genotipos mas comunes, en este trabajo se realizaron divisiones por grupos para
identificar los factores relacionados en nuestra poblacion en estudio.

Se estudiaron un total de 65 pacientes, 29 pacientes ginecoldgicas (45%) y 36
pacientes obstétricas (55%) Figura 1

Tipo de Paciente
n =65

Ginecoldgicas
Obstetricas 45%

55%

Figura 1. Clasificacién de las pacientes de acuerdo al servicio de atencion
al momento del diagnostico de la infeccién por VPH

De las pacientes procedentes del servicio de obstetricia 4 estaban embarazadas al
momento de la toma de muestra (11%) y 32 con resolucion del embarazo (89%).
Figura 2.
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Figura 2. Condicion fisiolégica de las 36 pacientes obstétricas
incluidas en el estudio

De las mujeres que resolvieron su embarazo 21 (66%) tuvieron embarazo de
termino y 11 (34%) fueron pacientes con diagnostico de parto pre terminé. El
intervalo de semanas de gestacién va de las 17 a 40 SDG. Figura 3

Periodo Gestacional
n=32

Pretermino
34%

Termino
66%

Figura 3. Tiempo de resolucién del embarazo de 32 pacientes obstétricas
con infeccién por VPH

De acuerdo a su estado civil se clasificaron en solteras 28 (43%), casadas 18
(28%), viviendo en union libre 19 (29%). Figura 4
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Figura 4. Estado civil de 65 pacientes con infeccion por VPH

La edad de las pacientes vario de los 15 a 48 afos, y se dividieron cuatro grupos,
la mayor parte se incluyo en los grupos de 18 a 25 afios 21 (31%) y de 26 a 35
afios con 25 mujeres que representan el 38%. Figura 5.

| wu

8%

<18 18-25 26-35 >35

Figura 5. Distribucién en grupos de edad de las 65 pacientes incluidas en el estudio de VPH.

Se hizo una clasificacion de acuerdo al nivel socioecondmico asignado por el
Instituto; dentro del nivel 1 se agruparon 7 pacientes (11%), en el nivel 2 a 33
pacientes (51%), en el nivel 3 a 22 mujeres que representan el 34% y en el nivel 4
a 3 pacientes (4%). Figura 6
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Figura 6. Nivel socioecondmico de las 65 pacientes incluidas en el estudio

Los niveles de escolaridad de las pacientes comprendieron la siguiente division:

Primaria completa 7 pacientes (11%), secundaria 17 pacientes con (34%),
bachillerato o carrera técnica 27 pacientes (26%) y solo 12 pacientes con nivel
licenciatura (18%). Figura 7

Escolaridad
n =65

11%

M Primaria

11% M Secundaria
W Bachillerato

34% B Técnica

M Licenciatura

26%

Figura 7. Escolaridad de las 65 pacientes infectadas por VPH

No todas las pacientes fueron econémicamente activas, sélo 13 pacientes tenian
una actividad remunerada econémicamente (20%), no remuneradas fueron 52
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pacientes, cuya actividad incluyo; 46 pacientes dedicadas exclusivamente al hogar
(88%), 3 estudiantes (6%) y 3 pacientes no tenian empleo (6%). Figuras 8y 9

Ocupacion
n =65

Remuneradas
20%

No
remuneradas
80%

Figura 8. Clasificacién de las pacientes de acuerdo a si perciben o no remuneracion
por la actividad relacionada

i
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i
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0 7o
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Hogar Estudiante Desempleada

Figura 9. Desarrollo social de las pacientes que no perciben remuneracion
por la actividad que desarrollan

ClasificAndolas por IVSA se tiene que 25 pacientes iniciaron a edad menor de 18
afos (38%), 32 pacientes (49%) se incluyeron en el grupo de edad de 18 a 25
afios mientras que en el grupo que se inicio sexualmente entre los 26 a 35 fueron
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7 pacientes (11%), en el grupo de mayores de 35 afios solo se reporta 1 paciente
(2%). Figura 10.

Inicin Vida Soaviial

Figura 10. Edad de inicio de vida sexual, en las 65 pacientes incluidas en el
estudio de VPH

Analizando la informacion relacionada con el nimero de parejas sexuales, de las
65 pacientes incluidas en este estudio, 21 (37%) habian tenido una sola pareja
sexual (32%), 15 (23%) refirieron haber tenido dos parejas sexuales, 15 (23%) tres

parejas sexuales y 14 (22%) en cuyo historial hay més de tres parejas sexuales.
Figura 11.

Numero de Parejas Sexuales
n=65

21
[ ]
15 15 14
o
1 2 3 >3

Figura 11 NUumero de parejas sexuales manifestado por las 65 pacientes con
infeccion por VPH.
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Dentro del seguimiento que se les da a las pacientes, una vez establecido el
diagnoéstico de VPH, se incluye la toma de un exudado cérvicovaginal, con el fin de
identificar si hay o no otras infecciones de transmisién sexual (ITS) asociadas a
VPH. De estos estudios pudimos observar que 41 de las 65 pacientes (63%)
desarrollaron en el cultivo gérmenes considerados parte de la flora habitual de
vagina, en 17 mujeres (26%) se detectd unicamente un microorganismo patdogeno
y en 7 (11%) se determiné la presencia de infecciones mixtas. Figura 12.

B FioraHabituai
® Unica

Mixta

Figura 12. Distribucién de los aislamientos de 65 cervicovaginales obtenidos
de las pacientes estudiadas con infeccién por VPH.

Si agrupamos a las pacientes por ITS asociada a VPH encontramos que en 24
mujeres con antecedentes relacionados a una infeccion genital: una paciente
presentaba sifilis (4%), 2 presentaban clamidiosis (8%), 4 pacientes con
diagnostico de ureplasma (17%), 4 pacientes con molusco contagioso (17%) 9
pacientes con diagnostico de vaginosis bacteriana (38%) y 11 pacientes con
candidiasis (46%). Figura 13. En la Tabla 3 podemos observar las infecciones
mixtas encontradas en la poblacion en estudio.
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Figura 13. Distribucion de 31 infecciones de transmision sexual detectadas en
24 pacientes con VPH

Tabla 3. Microorganismos aislados en los 7 casos de infecciones mixtas
asociados a pacientes infectadas por VPH.

CASOS ITS ASOCIADAS

1 CANDIDIASIS CLAMIDIOSIS
2 CANDIDIASIS VAGINOSIS

3 MOLUSCO CONTAGIOSO VAGINOSIS

4 SIFILIS SECUNDARIA VAGINOSIS

5 CANDIDIASIS UREAPLASMA
6 VAGINOSIS UREAPLASMA
7 MOLUSCO CONTAGIOSO UREAPLASMA

Con relacion al tiempo de saberse infectado por VPH una paciente fue
diagnosticada desde el 2004 (1.5%), otra mas en el 2005 (1.5%), 2 durante el
2006 (3%), 3 en el transcurso del 2007 (5%), 37 pacientes en el 2008 (57%), 20
pacientes durante el 2009 (31%) y 1 paciente de 2010 (1%). Figura 14.
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Figura 14. Numero de casos de VPH diagnosticadas de 2004 a 2010.

En base a los resultados de patologia se obtuvieron los siguientes datos: cabe
referir que 36 pacientes se clasificaron dentro del grupo de condilomas (55%) y 25
pacientes en el rubro de displasia (39%) y 4 no presentaron lesiones. Figura 15.

Tipo de Lesiones
n=65

J

6%

Condilomas Displasia Nomal

Figura 15. Distribucién del tipo de lesion presente en las 65 pacientes estudiadas.

En el grupo de displasias se subdividieron de acuerdo al grado de lesién
histologica; 18 pacientes dentro del grupo de NIC | (72%), 2 pacientes con NIC Il
(8%), 2 paciente con NIC Ill (8%), 2 pacientes con CACU IN SITU (8%) y 1
paciente con CACU invasor (4%), Figura 16
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Figura 16. Tipo de displasia encontrada en 25 pacientes afectadas.

Para el tratamiento que se le aplica a cada paciente, debe tomarse en
consideracion la clasificacion histoldgica en donde se agrupan, por lo que los
tratamientos incluyeron: 46 pacientes a las cuales se les manejo con ATCA (71%),
10 pacientes se le realizaron conizacion (15%), 3 pacientes se les realizo HTA
(4%), 2 pacientes con crioterapia (3%), 1 paciente a la que se le manejo con
electrocirugia (2%) y 3 pacientes a las que no se les realiz6 ningun procedimiento
ya que se derivaron a otro hospital.(5%). Figura 17.

Tratamiento

ATCA

n=65
10
- -
Conizacion HTA ninguno  Crioterapia Electrocirugia

Figura 17. Tratamiento aplicado a 65 pacientes infectadas por VPH.

Si analizamos los genotipos encontrados en las 65 muestras analizadas, en 29
(45%) pacientes no se pudo determinar si habia VPH, mientras que en 36 si se
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detecto en 14 (21%) un genotipo, en 17 (26%) dos, en 3 (5%) tres y en 2 casos
(3%) cuatro genotipos por muestra. Figura 18.

DETECCION DE GENOQTIPOS DE VPH
n= 65
45%
Y ]
|| | >% 3% |
|| | — — |

Figura 18. Distribucion de los genotipos detectados en 65 pacientes
infectadas por VPH.

La combinacion de los genotipos detectados nos permitié separar a las pacientes
en dos grupos: uno compuesto por 23 pacientes en donde se detectaron de 1 a 3
genotipos exclusivamente de bajo riesgo. Tabla 4 y un segundo grupo de 13
pacientes en donde 10 de ellas tenian en combinacién genotipos de alto y bajo
riesgo y 3 pacientes solo se identificaron genotipos de alto riesgo. Tabla 7.
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Tabla 4. Descripcién de 23 pacientes en los cuales se identificé genotipos de bajo
riesgo. (GBR)

GENOTIPOS

ANOS DE

CASO |LESIONES IDENTIEICADOS EDAD ESTUDIO IVSA PS
1 EA&IE:_%I LOMA 6 18 9 15 3
2 EA&IE:_%I LOMA 6 22 9 18 3
3 EA&IE:_%I LOMA 6 33 9 23 1
4 EA&IE:_%I LOMA 6 46 6 22 5
5 \C/:SI[\IVDAIEQOMA 6 6108 30 12 30 1
6 \C/:SI[\IVDAIEQOMA 6 6108 35 9 20 1
7 \C/:SI[\IVDAIEQOMA 6 53 26 12 22 2
8 \C/:SI[\IVDAIEQOMA 6 15 6 13 2
9 \C/:SI[\IVDAIEQOMA 6 35 12 17 6
10 \C/:SI[\IVDAIEQOMA 61 30 9 16 2
11 \C/:SI[\IVDAIEQOMA 54 42 27 12 14 5
12 \C/:SI[\IVDAIEQOMA 55 21 6 16 1
13 \C/:SI[\IVDAIEQOMA 53 36 9 22 3
14 \C/:SI[\IVDAIEQOMA 53 21 9 17 3
15 LIEBG 6 26 9 15 1
16 LIEBG 6 37 12 18 3
17 LIEBG 83 53 22 12 20 1
18 NIC | 6 55 17 12 17 1
19 NIC | 11 66 21 9 16 2
20 NIC | 61 71 43 12 24 2
21 NIC | 53 24 9 19 2
22 SIN LESION 6 62 81 23 9 16 18
23 SIN LESION 84 42 9 30 1
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Agrupando a las pacientes de bajo riesgo, se dividieron en; 14 (61%) con un solo
genotipo. 8 (35%) pacientes con 2 y 1(4%) con 3 genotipos. Figura 18

Figura 18. Numero de genotipos de bajo riesgo identificados en 23 pacientes con VPH

Los genotipos que se identificaron en el grupo de 14 pacientes que sélo tenia un
genotipo de bajo riesgo fueron el genotipo 6 en 8 (57%) de ellas, el genotipo 53 en
3 (21.4%), en las 3 pacientes restantes se determinaron en cada caso los
genotipos 55, 61y 84. (7.2%) para cada paciente.

En dos de las 9 pacientes en donde se detectdé 2 o 3 genotipos, la combinacién
mas frecuente fue la de genotipos 6 y 6108, la distribucién de genotipos en las 23
pacientes del grupo de bajo riesgo, se muestra en la figura 19

GENOTIPOS DE BAJO RIESGO IDENTIFICADOS

Z3 PACIENTES 33 GENOTIPUS

13 56.5%

TIPO TIPO TIPO TIPO TIPO TIPO TIPO TIPO TIPO TIPO TIPO TIPO TIPO TIFO
6 53 61 55 6108 11 83 54 62 71 84 42 66 81

Figura 19. Genotipos de bajo riesgo identificados en 23 pacientes con VPH.

De los pacientes donde se identificaron genotipos de bajo riesgo en 14 de ellas
(61%) estuvieron relacionados a condilomatosis vulvar o anal, 7(30%) presentaron
lesiones tipo LIEBG y NIC y 2 (9%) no tuvieron lesiones en el area genital. Figura
20
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Figura 20. Tipo de lesion presente en pacientes en donde se aisl6 genotipos de bajo riesgo.
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Tabla 5. Caracteristicas de 13 pacientes en donde se identifico el genotipo 6 sélo
0 en combinacién con otros de bajo riesgo

CASO |LESIONES eOMPOS | EDAD ’EQ(T)SDEI’(E IVSA PS
1| SONPLOMA 18 9 15 3
2 |CONDILOMA 22 9 18 3
3 |CONDILOMA 33 9 23 1
4 |CONDILOMA 46 6 22 5
5 |SONDIOMA 6108 30 12 30 1
6 |SONDIOMA 6108 35 9 20 1
7| CONDLEOMA 53 | 26 12 22 2
8 | SONAROMA 15 6 13 2
9 |SONDILOMA 35 12 17 6
10 |LIEBG 26 9 15 1
11 |LIEBG 37 12 18 3
12 |NICI 55 17 12 17 1
13 | SIN LESION 62 81 | 23 9 16 18
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En la tabla 5 puede observarse que 9 de las 14 pacientes con genotipo 6 (65%)
presentaron condilomas, 5 de tipo vulvar y 4 tanto en regién vulvar como anal, 2
pacientes (15%) tenian LIEBG, una NIC | y finalmente una paciente en donde al
momento de la revision no presentaba lesiones.

Analizando el perfil socioeconémico de las pacientes que presentaron el genotipo
6, se observa que su escolaridad tenia un nivel minimo de secundaria en 11 de 13
(85%), 7 (54%) manifestaban 1 o 2 parejas sexuales, 6 (46%) eran mayores de 30

anos.

Tabla 6. Caracteristicas de 5 pacientes en donde se identifico al genotipo 53 sélo

0 en combinacion con otros genotipos de bajo riesgo de VPH.

GENOTIPOS ANOS DE

CASO |LESIONES IDENTIEICADOS EDAD ESTUDIO IVSA PS
CONDILOMA

1 VULVAR 6 53 26 12 22 2

2 LIEBG 83 53 22 12 20 1
CONDILOMA

3 VULVAR 53 36 9 22 3
CONDILOMA

4 VULVAR 53 21 9 17 3

5 NIC | 53 24 9 19 2

En las pacientes en donde se detectd el genotipo 53, 3 de ellas presentaban
condiloma vulvar, una LIEBG y otra NIC, todas tenian estudios de educacion
media y media superior y su edad vari6 entre 21 36 afios.
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Tabla 7. Descripcion de 13 pacientes en donde se identificaron genotipos de alto
riesgo (GAR).

TIPO DE

GENOTIPOS

ANOS DE

CASO | LESIONES | senomipos|  iDENTIFICADOS | EPAP | EsTupio | 'VSA | PS
1 |SONPIOMA [yixTa ga | 42 | 31| 26 9 18 | 20
2 |Soa TOMA IsoLoaLTo | 16 35 24 12 14 | 20
3 | CONDILOMA  yixra 6 | 18 27 16 21 | 3
a | SONPEOMA ixTa 6 | 52 | 66 | 58 | 15 9 14 | 1
5 | vonuan A MixTA 6 | 39 21 16 15 | 2
6 | SONDILOMA yixTa 11 | 33 25 12 15 | 1
7 | SONDIOMA  mixTa 11 | 51 45 6 20 | 2
8 | SONDILOMA  yixTa 16 | 51 | 53 15 9 14 | 3
9 | VONARMA MixTA 40 | 56 25 6 20 | 1
10 | SONDEOMA vixTa 52 | 42 36 16 0 | 4
11 |LIEBG SOLO ALTO 52 58 | 30 12 17 | s
12 |NICI MIXTA 11 | 51 | 42 | 31 | 19 12 16 | 4
13 |NICI SOLO ALTO 52 | 35 34 12 30 | 1

*** | 0os cuadros sombreados indican genotipos de alto riesgo.

En el grupo de alto riesgo, se incluyeron 13 pacientes, Tabla 7, en 3 de ellas s6lo
se identificaron genotipos de alto riesgo, mientras que en las diez restantes se

obtuvo combinacion de genotipos de alto y bajo riesgo,

Las tres pacientes que presentaron solo genotipos de alto riesgo incluyeron los
genotipos 52 o 35, una de ellas presento la combinacion 16 y 35, otra 35y 52y la
tercera 52 y 58.
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De las pacientes con genotipos de alto riesgo, en 9 (69%) se detectaron 2
genotipos, encontrandose 2 pacientes con 3 y 2 pacientes con 4 genotipos. Figura
21.

COMBINACION DE GENOTIPOS DE AR

n=13

CUAT ’—\\\\ DOSTIPOS

Figura 21. Numero de genotipos aislados en 13 pacientes con VPH de alto riesgo.

Los genotipos de alto riesgo encontrados en estas 13 pacientes se muestran en la
figura 22. Puede observarse que en 4 (31%) se identifico el genotipo 52, mientras
que el 51 se detecto en 3 (23%), los genotipos 16, 31, 35, y 58 se detectaron en 2
pacientes cada uno (15%), los restantes genotipos de alto riesgo fueron 18, 33 ,
39 y 55 uno en cada paciente. Trece genotipos de bajo riesgo estuvieron
presentes en diez de las pacientes de alto riesgo, Tabla 7.

GENOTIPOS DE AR IDENTIFICADOS

0 13 pacientes 19 GAR
31% v

TIPO TIPO TIPO TIPO TIPO TIPO TIPO TIPO TIPO TIPO
52 51 16 35 31 58 18 33 39 55

Figura 22. Genotipos de alto riesgo detectados en 13 pacientes con VPH
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En 10 (77%) de las pacientes se encontraron condilomas, 2 con condilomatosis
anal, 6 con vulvar y 2 con condilomatosis mixta. Dos pacientes presentaron
lesiones NIC | 'y una tipo LIEBG.

Figura 23. Tipo de lesion encontrada en 13 pacientes en donde se identificaron
genotipos de alto riesgo de VPH.

Los genotipos de alto riesgo que predominaron en nuestra poblacion en estudio
fueron el genotipo 52 en cuatro (31%) pacientes y el 51 en tres (23%) de las trece
pacientes.

Tabla 8. Caracteristicas de 4 pacientes que presentaron el genotipo 52 de AR.

TIPO DE GENOTIPOS ANOS DE
CASO | LESIONES GENOTIPOS | IDENTIFICADOS EDAD ESTUDIO IVSA | PS
1 NIC | SOLO ALTO 52 | 35 34 12 30 1
2 LEIBG SOLO ALTO 52 58 30 12 17 5
CONDILOMA
3 VULVAR MIXTA 52 | 42 36 16 30 4
CONDILOMA
4 MIXTO MIXTA 52 | 66 | 58 15 9 14 1

*** |_.os cuadros sombreados indican genotipos de alto riesgo.

En la tabla 8 podemos apreciar que el genotipo 52 estuvo presente en lesiones
NIC I, LIEBG, condiloma vulvar y condiloma mixto. Se asocié en dos casos con
genotipos de bajo riesgo y en los dos restantes con otro genotipo de alto riesgo.

La edad de las pacientes fue una de 15 afios y 3 entre 30 y 34 afos. La
escolaridad excluyendo a la adolescente fue de media superior y superior. Dos de
las pacientes tuvieron mas de tres parejas sexuales. Y dos de ellas iniciaron su
vida sexual antes de los 18 afios.
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Tabla 9. Caracteristicas de las pacientes con genotipo 51 de AR.
TIPO DE GENOTIPOS ANOS DE
CASO | LESIONES | cenoTiPOs | IDENTIFICADOS | EPAP | EsTupio | VA | PS
CONDILOMA
1 | VULVAR MIXTA 11 | 51 45 6 20 2
CONDILOMA
2 | VULVAR MIXTA 16 | 51 | 53 15 9 14 3
3 NIC | MIXTA 11 |51 | 42 [ 31| 19 12 16 4

*** | 0os cuadros sombreados indican genotipos de alto riesgo.

En la tabla 9 observamos que una de las pacientes presentaban lesiones NIC |, y
las otras dos condiloma vulvar. Las tres pacientes estaban asociadas con uno o
dos genotipos de bajo riesgo y dos de ellas adicionalmente portaban otro genotipo
de alto riesgo, especificamente la paciente con NIC | presenta 4 genotipos, 2 de
BRy 2 de AR.

Su edad vari6 entre 15 y 45 afios, su escolaridad desde primaria a media superior,
su IVSA entre 14 a 20 afios, el numero de parejas sexuales fue de 2 y 3 para
condilomas y 4 para el caso de NIC I.
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DISCUSION.

En pocos afios la evolucién tecnoldgica a permitido la identificaciébn de particular
virales de VPH y la asociacion con patologias cervicales, demostrandose casi en
un 90% como factor etiopatogénico de esta forma se establece una etiologia
propiamente infecciosa para un proceso oncoldgico, en cifras se a establecido
casi el 15% de prevalencia de ADN de VPH en las lesiones, los genotipos virales
frecuentemente asociados al grupo de alto riesgo son VPH 16,18,45 y 56
asociandose a carcinomas, los subtipos de riesgo intermedio son 31,33,35,51 y
52 asociandose a todos los NIC, los genotipos de bajo riesgo son 6,11,34,42,43,44
detectados e todas las lesiones benignas. En la mayoria de los casos las
infecciones por VPH son subclinicas y es dificil detectarlas por examen citolégico
o histopatoldégico por esta razén los métodos moleculares como la PCR son
recomendadas para tamizaje para identificacion de los genotipos virales. Melo vy
col. Utilizando sistemas de PCR reportan VPH detectado en 81% de todos los
casos y 93.5% de los canceres, la técnica permite separar en 2 grupos a los
genotipos los de alto riesgo (AR) y bajo riesgo (BR) observandose en su estudio
un predominio de AR en un 80.9%, la deteccidén de infeccion mixta AR y BR se
reporto en 5 de 9 casos y un 58% de casos de VPH positivas con citologia normal
lo fueron para VPH de AR, esto considerandose que se trate de una infeccion
latente donde no es posible apreciar los cambios histopatolégicos que causen la
infeccion viral en la fase reproductiva , en este estudio se comenta que en
Europa, Norte America y Australia el VPH 16 se encuentra en un 45.9% el VPH
fue encontrado en un 10 a 14%, los genotipos 45 en un 2-8% ,VPH 31 en un 2-7%
y VPH 33 en un 2-5%, sin embargo en asi los genotipos mas frecuentemente
aislados son VPH 52 y 58.La cruz y colaboradores reportan a los VPH 16, 18,31y
33 mas frecuentemente implicados en las lesiones de BR y AR, VPH 16 en un
39%, comentandose en su estudio que no tuvieron aislamiento de VPH 18.
Carrillo y col. en su estudio el genotipo 16 de mayor frecuencia y que pudo ser
observado en diagnosticos de CACU.

El propdsito principal de este estudio a sido determinar los tipos de VPH que
estuviera asociado o no a lesiones en nuestro hospital y encontrar el tipo viral de
mayor predominio en nuestra muestra, nuestro estudio incluyo muestras de 65
mujeres ginecoldgicas y obstétricas, un 26% de las pacientes con asilamiento se
encontré en el nivel de educacion media superior, de las pacientes identificadas
con genotipos contaban con mas de 2 parejas sexuales, predominando inicio de
vida sexual activa entre los 18 y 25 afos.

En nuestra muestra el genotipo viral mas frecuentemente identificado fue el
genotipo 6, el cual se asocio a 3 pacientes, 4 de ellas mostré6 citologia
relacionada con LIEBG y una de ella se reporto NIC 1 y cuyas pacientes referian
condilomatosis vulvar y anal. De los casos con aislamientos mixtos que incluian
genotipos de alto y bajo riesgo. Se identificaron las siguientes combinaciones con
alteraciones descritas en su citologia, podemos mencionar las combinaciones que
se reportaron como LIEBG : 1 paciente para 6 y 6108, 1 paciente con los
genotipos 6 y 55, 1 paciente con genotipos 53 y 83,1 caso con genotipos 61 y
72, un caso con los genotipos 11,31, 52, 41 en la cual su citologia reporto NIC |,
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si bien estas pacientes tuvieron infeccion mixta con genotipos de BR, también
identificamos pacientes que cursaron con infeccibn mixta pero implicaron 1
genotipo de AR, 1 paciente con genotipos 35y 52 reportada con NICI, 1 pacientes
con citologia reportadas como LIEBG cuyos genotipos encontrados fueron 52 y
58. Tuvimos pacientes con diagnosticos de NIC Il y carcinomas sin embargo en
estas muestras no se obtuvieron aislamientos posiblemente esto se deba a que la
cantidad de células obtenidas con la toma del exudado cervicovaginal no fue
representativa de la zona del endocérvix, en nuestros casos pudimos observar la
identificacion de genotipos de alto riesgo en todo tipo de lesiones y cuyas
citologias fueron reportadas normales, tal es el caso de combinaciones 6y 39,11
y 51,11 y 33,,16,51 y 53,40 y 56,42 y 52. No tuvimos asilamientos oncogénicos
de alto riesgo 16 y 18 como aislamiento Unicos, solo las identificamos en
infecciones mixtas y cuyas citologias se reportaron normales sin embargo estas
relaciones se catalogan en base al virus de mayor riesgo.

Al compararlo con la literatura tuvimos resultados muy similares en relacion a
genotipos de BR como infecciones Unicas que se relacionan a lesiones de bajo
grado y con lesiones clinicas a nivel de vulva y ano, de igual forma pudimos
observar la identificacién de genotipos de AR Y BR que como se comenta en la
literatura, se relacionan a lesiones de bajo grado y NIC, los resultados de nuestra
estudio muestra similitud con el estudio realizado por Constance y col. En el cual
se relaciona a los genotipos 6, 11 con lesiones genitales. Por lo tanto el presente
estudio permitié6 conocer la identificacion de genotipos tanto de AR Y BR cuyas
citologias en muchas ocasiones se reportan negativas, por lo que sugiere que se
debe considerar la técnica de PCR como un método complementar. La deteccién
precoz recomienda un tratamiento inmediato de todas las lesiones
intraepiteliales cervicales, la mayoria de las cuales presenta infeccion por VPH. La
deteccion temprana de VPH estaria indicada en la citologia en pacientes con
resultados atipicos sospechosos pero no diagnésticos de displasia, la presencia
de virus de AR permitiria priorizar recursos para un seguimiento mas estricto e
incuso tratamiento. (0: 33 34 35, 41.42).
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CONCLUSIONES:
Nuestros genotipos mas frecuentes fueron 6, 11 y 53.

Se identificaron genotipos de alto riesgo en infecciones mixtas con citologias
reportadas negativas y con lesiones vaginales en pacientes 16, 33, 39,51, 52,56.

Predominaron genotipos de BR los cuales estuvieron asociados a cuadro clinico
genital de la paciente y a lesiones de bajo grado y NIC.

No correlacionamos genotipos de AR con lesiones de alto grado.
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