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RESUMEN

Establecer cual es el significado citolégico del diagndstico de ASC-US o de ASC-H en relacion a la
positividad de la prueba de PCR con VPH de alto riesgo (VPH-AR) es importante debido a la falta
de concordancia en el diagnéstico morfolégico y a la conducta clinica subsecuente.

Se recolectaron del archivo de laboratorio de citopatologia el total de muestras con tinciéon de
Papanicolaou tomadas por el servicio de colposcopia del Hospital Regional Lic. Adolfo Lépez
Mateos y de las clinicas de medicina familiar de la Delegacidon Zona Sur del ISSSTE con
diagnéstico de ASC-US y ASC-H; posteriormente se identificaron los casos con prueba de PCR
para VPH de alto riesgo en el periodo comprendido entre diciembre de 2011 a septiembre de
2012.

El andlisis de resultados nos indica que la frecuencia de VPH de alto riesgo esta presente en los
casos con diagnéstico citolégico de ASC en un 33%, consecuentemente es importante el
seguimiento de las pacientes con este diagnéstico, ya que sin existir una lesién colposcopica
evidente, podemos hacer un diagnosttico con factores de riesgo reales, lo cual cambia la conducta

clinica y de tratamiento subsecuente.
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1.1. Antecedentes.

A fines de 1988 y con motivo de elaborar un sistema para diagnosticar la citologia cérvico —
vaginal, un grupo de expertos en patologia cervical se reunieron en el Instituto Nacional del
Céncer en Bethesda, Maryland, EUA; de lo que se desencadend el desarrollo del conocido sistema
Bethesda que modificaria de manera sustancial el diagnéstico en grados y utilizado hasta ese
momento por la mayoria de los laboratorios de anatomia patolégica.

Posteriormente en la conferencia de Bethesda de 1991 se introdujo el término de atipia de células
escamosas de significado indeterminado, enunciado bajo el acronimo ASC-US y definido como
aquellos cambios citoldgicos sugestivos de lesion intraepitelial escamosa (LIE), pero que carecen
de algunos criterios que nos permitan una interpretacion definitiva. En principio, éste fue resistido
por la mayoria de la comunidad cientifica y no se plasmé de forma rutinaria en los informes de la
citologia cervicovaginal. (1)

Comprendiendo la resistencia de muchos a utilizar este diagndstico, en la siguiente conferencia de
Bethesda realizada en el afio 2001, se modifica el acrénimo ASC-US utilizando solamente la
denominacién de “células escamosas atipicas” (ASC), a la que se dividié en dos grupos. ElI ASC-
US como células escamosas atipicas de significado indeterminado y el ASC-H como células
escamosas atipicas en las que no es posible excluir una lesién de alto grado o que de alguna
manera sugiere una probable lesién intraepitelial escamosa de alto grado (LIEAG).

En alrededor del 20 al 30% de los casos de mujeres con ASC-US se detecta LIEAG en el
seguimiento, mientras que las mujeres con ASC-H tienen un valor predictivo mayor en relacion con
ASC-US. (2,3)

Establecer cudl es el significado citolégico del diagnéstico de ASC-US o de ASC-H en relacién a la
positividad de la prueba de PCR con VPH de alto riesgo (VPH-AR) es importante debido a la falta
de concordancia en el diagndstico morfolégico y a la conducta clinica subsecuente.

A continuacion se abordan tres temas que debemos estudiar para comprender y desarrollar este

trabajo de investigacion.



Citologia de cérvix.

El diagnéstico citoldgico del cérvix puede realizarse con el extendido convencional o la citologia
liquida.
La tincién indicada es la de Papanicolaou que utiliza tres colorantes:

1. Hematoxilina de Harris. Es muy concentrada y permite efectuar una intensa coloracién
nuclear (1-2 min.)Se diferencia de la formula original en que no contiene mercurio, y que se
le ha afiadido un estabilizante glicdlico.

2. 0OG-6. Para tincion citoplasmica, sin metanol. Colorea los elementos queratinizados rosa-
anaranjado.

3. EA-50, Para tincion citoplasmica, sin metanol. Permite diferenciar las células ciandfilas

(citoplasma celeste - verde).

El cuello uterino esta tapizado por dos tipos de epitelio: el exocervical que es plano, escamoso,
estratificado, no queratinizado y el endocervical que es alto, cilindrico mucosecretor. (4)

A continuacion se detalla cada uno de estos.

Exocérvix:

En el extendido celular se identifican los cuatro tipos de células de epitelio escamoso:

Células superficiales.

Tienen un diametro de 50 a 60um de citoplasma eosindfilo, de forma poligonal, transparente y
homogéneo, limitado con nitidez hacia su parte externa. Las células se presentan aisladas o en
grupos laxo, se pueden identificar granulos queratohialinos.

El nlcleo puede medir 7um con forma de vesicula con cromatina distribuida fina y regularmente, o

bien, puede ser picnético, compacto, en el que la cromatina esta condensada.

Células intermedias.

Tienen un tamafo aproximado de 30 a 50um y su nucleo mide alrededor de 8um, de citoplasma
basofilo, con forma poligonal a redondeada y sus nucleos generalmente son vitales, de cromatina
finamente granular, vesiculosos, con pequefio nucleolo. Pueden diferenciarse células intermedias
grandes y pequefias; las grandes contienen glucégeno, que puede visualizarse de color amarillo

perinuclear.



Células parabasales.

Tienen un diametro de 20um y un nicleo de alrededor 9um. Se tifien intensamente baséfilas y
muestran una forma oval alargada o redondeada. Pueden diferenciarse células parabasales
grandes o pequefias. En la posmenopausia, en la infancia, en el puerperio y en presencia de

ciertas enfermedades endocrinas constituyen el tipo celular predominante.

Células basales.

Estas células tienen diametro citoplasmético de 12 a 14um y el didmetro del nucleo es de 8 a
10um de modo que la relacion Nucleo: Citoplasma a favor del ndcleo; el citoplasma toma una
tincién basdfila intensa y el ndcleo con frecuencia muestra cambios por degeneracion, si la

estructura de la cromatina esta conservada puede ser visible un nucléolo pequefio. (5)

Endocérvix: Epitelio glandular.

El epitelio del canal endocervical es cilindrico alto mucosecretor y reviste tanto la superficie, como
las hendiduras y criptas subyacentes a la mucosa superficial. Las mucinas secretadas constan de
cadenas de macromoléculas dispuestas en filamentos que forman unidades o micelios. Los
ndcleos son basales de cromatina granular con diminuto nucleolo.

Las células pueden aparecer aisladas o en conglomerados, debido a la cantidad de secrecion
contenida en el citoplasma pueden presentar varias formas, desde cubicas hasta globosas. (4)

El arreglo de los conglomerados puede asemejar un panal de abejas o estar dispuestas en

empalizada o teclado de piano.

Zona de transicién: Unién escamo-columnar.

El sitio de union de los dos epitelios (escamoso y cilindrico) es llamada la zona de unién escamo-
columnar (UEC); es la porcion dinamica del cérvix sujeta a fendmenos proliferativos y de
remodelacion, donde se transforman el epitelio endocervical cilindrico mucosecretor en epitelio
pavimentoso. (4)

El sitio de union de ambos epitelios puede ser muy variable ya que esté relacionado con la edad y

depende de la accién de las hormonas ovaricas, menarca, menopausia y del embarazo.



Zona de transformacion: Metaplasia de células escamosas.

Definicién: Zona tapizada de células de metaplasia escamosa que se localiza entre la union
escamo-columnar primitiva hasta el epitelio columnar.
El cambio del epitelio cilindrico al epitelio plano se denomina metaplasia, siendo fundamentalmente
un fendmeno fisiolégico, que se desarrolla a lo Irgo de toda la vida de la mujer.
Los cambios morfologicos de la metaplasia escamosa se dividen en:
1. Hiperplasia de las células de reserva.
Metaplasia inmadura.
Metaplasia madura.
Atipia.
Displasia.
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Carcinoma.

Las células escamosas metaplasicas normales pueden ser citologicamente semejantes a las
células parabasales, tener variabilidad considerable de tamafio y forma, tamafio nuclear y relacion
Ndcleo: Citoplasma (N:C). (5)

Los nudcleos son redondos a ovales, de cromatina granular fina y reticular con nucléolo aparente.
Usualmente el citoplasma es denso y ciandfilo, en ocasiones con vacuolas secretoras (Alonso), se
les llama células en arafia por las prolongaciones de los puentes intercelulares.

Las células de metaplasia inmadura se descaman en pequefios grupos, ldminas o cadenas
atrapadas en estrias de moco.

Las células metaplasia escamosa inmadura tienen un area celular promedio de 318um?, a
diferencia de las células metaplasicas maduras, que tienen un area promedio de 640um2. El
promedio del area nuclear de las células metaplasicas ronda los 50 a 60um2, con lo cual la relacién

N:C es mucho mas alta que cualquiera de las células escamosas normales. (5)



Células escamosas atipicas.

Definicion.

El término ASC representa cambios citoldgicos que sobrepasan los cambios inflamatorios
pero que no son concluyentes de lesion intraepitelial escamosa, que son cualitativa o
cuantitativamente insuficientes para elaborar un diagnéstico citolégico definitivo.
Para determinar la interpretacion ASC es imprescindible hallar nicleos de aspecto andmalo; sin
embargo, los cambios citoplasmaticos que a menudo estan asociados a la infeccion por VPH, tales
como la eosindfilia densa (paragueratosis) y los halos perinucleares (coilocitos), deberian impulsar

una busqueda minuciosa de células que justifiquen la interpretacién de ASC o LIE.

El diagnéstico de Atipia de Células Escamosas (ASC) solamente expresa cambios citomorfolégicos
que pueden estar inducidos por diferentes factores biolégicos y sugieren seguimiento citolégico,
colposcapico e histolégico.(6)

En la actualidad, todo laboratorio de patologia que posea control de calidad aceptable tiene un 5%
global de diagnosticos de ASC. Si se excede este limite se entiende que se esta realizando un
sobrediagnéstico y que algunos parametros internos del laboratorio deberian ser rapidamente
corregidos, debido a que ante un diagnéstico de ASC se ponen en accién una serie de estudios
complementarios, colposcépicos, histolégicos, citoldgicos, prueba de deteccién del VPH; los que

implican un alto costo para la paciente y para los sistemas de salud. (7,8)

Por ello, para que un estudio citologico sea catalogado como ASC, debe mostrar 3 caracteristicas

basicas:

1) Diferenciacion escamosa.

2) Aumento de la relacién nicleo-citoplasma.

3) Hipercromasia nuclear que suele ser minima, pero con carga cromatinica irregular y distribuida
de forma granular, con sectores condensados adheridos a la membrana nuclear.

Puede ocurrir gigantismo celular y ocasional multinucleacion.



Las células intermedias normales constituyen una fuente adecuada de comparacion para
determinar si el tamafio y el aspecto del ndcleo de las células atipicas cumplen con los criterios de
ASC-US.

El Sistema Bethesda-2001 establece que las células con ASC-US tienen el tamafio y la forma de
las células escamosas intermedias o superficiales; con menor frecuencia pueden ser redondas
parabasales o intermedias profundas o metaplasicas, mientras que las células con ASC-H son
pequefias, con marcada alteracion de la relacién nuicleo- citoplasmatica y de igual o menor tamafio
al de las células metaplésicas.

Podemos deducir que aquellas alteraciones observadas en el ASC-H son similares a las presentes
en las LIEAG, mientras que las de ASC-US nos sugieren una LIEBG.

La categoria ASC fue creada para calificar la muestra citolégica en su totalidad y no para definir
células por separado y no nos permite diferenciar si existe asociada una infeccién por VPH de alto
riesgo, sélo sugerirlo, lo cual conlleva a que la conducta terapéutica inmediata no es siempre la

mas pertinente. (9)

Células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US).

Las células de ASC-US tipicas tienen el tamafio y la forma de células escamosas intermedias o
superficiales.

También entran dentro de esta categoria las células redondeadas u ovoides que tienen alrededor
de un tercio del tamafio de las células superficiales y se asemejan a células intermedias pequefias

0 metaplasicas grandes.
Criterios. (citologia liquida y convencional)

1. Los nucleos tienen aproximadamente entre dos veces y media y tres veces el tamafio del
area del nlcleo de una célula escamosa intermedia normal (alrededor de 35um?)
Leve aumento de la relacion existente entre el area nuclear y el area citoplasmatica.

3. Hipercromasia nuclear minima e irregularidad de la distribucion cromatinica o de la
morfologia nuclear.
Anomalias nucleares asociadas a citoplasma eosinéfilo denso (paraqueratosis atipica).

En citologia liquida, las células pueden parecer mas grandes y mas planas.



Células escamosas atipicas, no es posible descartar lesiéon intraepitelial escamosa de alto

grado (ASC-H).

Las células ASC-H suelen ser escasas. Pueden presentar la siguiente morfologia:

a) Células pequefias con relacion nicleo: citoplasma alta: “metaplasia atipica (inmadura)”.

Criterios:

1.

Las células suelen estar aisladas o agrupadas en pequefios fragmentos de
menos de 10 células; a veces, en extendidos convencionales, las células
pueden observarse en hilera dentro del moco.

Las células tienen el mismo tamafio que las células metaplasicas y un nucleo
que es entre una vez y media y dos veces y media mas grande de lo normal.
La relacion ndcleo: citoplasma puede ser similar a la de lesion intraepitelial
escamosa de alto grado (LIEAG).

Son signos representativos de LIEAG la Hipercromasia, irregularidad
cromatinica y la morfologia nuclear anémala con irregularidad focal.

En citologia liquida, pueden ser muy pequefias y tener el nicleo sélo entre dos

y tres veces mas grande que el de un neutrdfilo.

b) Disposicién en ldmina densa.

Criterios

1.

Microbiopsia de células en lamina densa cuyo nucleo puede mostrar pérdida
de la polaridad o ser dificil de observar.

La presencia de citoplasma denso, morfologia celular poligonal y fragmentos
de bordes lineales nitidos por lo general inclina la interpretacién hacia la

diferenciacion escamosa mas que hacia la glandular.

Es importante destacar que los nlcleos con alteraciones degenerativas, siempre que no se

confirme histologicamente LIE, suelen ser irregulares o hipercromaticos, pero las irregularidades

suelen afectar a la totalidad del contorno nuclear, lo que les otorga un aspecto plegado, y la

cromatina es granular. Las células ASC-H suelen ser escasas; cuando se identifica gran cantidad

de pequefa células atipicas, es mas probable que se trate de una verdadera lesion intraepitelial

escamosa de alto grado (LIEAG).

La configuracién en lamina densa puede representar LIEAG, células endocervicales neoplasicas o

reactivas o atrofia con artificio por aplastamiento. Por lo general, el hallazgo de citoplasma denso,

células poligonales y fragmentos con bordes celulares nitidos es representativo de diferenciacion

escamosa mas que glandular.



Postratamiento con radioterapia, las células benignas tipicas irradiadas presentan agrandamiento
proporcionado del nicleo y el citoplasma, asociados a degeneracion.

Las células endometriales degeneradas y los macréfagos también pueden tener un nicleo que se
asemeje a los de LIEAG, lo que puede generar interpretaciones falsas positivas; asi mismo, en
mujeres con uso de DIU pueden presentar células benignas anémalas con una relacion N:C muy
alta, que asemejan LIEAG vy la interpretacion de ASC-H puede ser apropiada si la causa de los

cambios observados no es certera o referida. (10)



Virus del Papiloma Humano.

La familia de virus de papiloma humano (VPH) contiene mas de 200 genotipos con heterogeneidad
molecular y claras diferencias de afinidad y especificidad con el tipo de lesiones que originan, los
cuales se han clasificado en 16 grupos (A a P) (Dimmock, Kradin, Forbes).

La clasificacién de los virus del papiloma humano se basa en la homologia de la secuencia de
ADN.

También se han clasificado atendiendo a la especificidad tisular (cutaneos y de mucosas) y de

acuerdo con su asociacion con lesiones benignas o malignas (oncogénicos 0 no oncogenicos). (11)

Estructura génica.

Son virus sin envoltura, el virion mide entre 45 a 55nm, la capside es icosaédrica, y esta formada
por dos proteinas estructurales que forman 72 capsémeros (60 hexameros y 12 pentameros). El
genoma es circular y consta de una cadena doble (bicatenario) de ADN de 7800 a casi 8000 pares
de bases el cual se replica y ensambla en el nlcleo; genoma de tamafio limitado que no codifica
enzimas limitantes de la replicacion viral y por tanto depende de la maquinaria genética de la célula

hospedera y de su replicacién para reproducirse y desarrollarse, esta compuesto por tres regiones:

Una region no codificante, pero si reguladora (upstream regulatory region, URR o region larga de
control: RLC) de 400 pares de bases adyacente al origen de la replicacion viral en direccion 5’ que
contiene secuencias a las que se unen factores de transcripcion tanto de tipo positivo como
negativo, entre ellos se incluye la proteina activadora 1 (AP 1), el factor 1 de transcripcion
especifico de queratinocitos (KRF 1), un factor nuclear (NF-I/CTF), asi como factores
transcripcionales codificados por la region precoz. La region URR controla la transcripcién y con

ello la sintesis de proteinas de las regiones precoz y tardia.

Debido a su capacidad de unir gran nimero de factores especificos de transcripcion, juega un
papel critico determinando las posibilidades de infeccion y genotipos para un determinado

huésped.

El ADN del VPH codifica 7 u 8 genes de expresién temprana (E1 a E8), dependiendo del virus, y

dos genes de expresion tardia o estructurales (L1-L2):



La Regidén Precoz (Early region: E) le sigue a la region URR y contiene seis regiones codificantes
(E1, E2, E4, E5, E6, E7) de las cuales la E6 y E7 generan proteinas con alto poder oncogénico que
se traduce en poder transformante y de inmortalizacion celular. El resto de segmentos sintetizan

proteinas propias de la estructura y funcion del virus. (12) (fig.1)

Figura 1. Murray P R, Rosenthal K S. Microbiologia Médica. 2007.

La proteina (gen) E1: Es el mas grande y de los mas conservados de los VP, casi 2 Kb de
secuencia y de 67.5 (VPH 47) a 76.2 kDa (VPH 10) para la proteina nuclear y con 593 (VPH 48) a
681 aminoécidos (VPH 10).

Codifica dos proteinas requeridas para la replicacion extracromosomica del ADN viral y para
completar su ciclo vital. Algunos de los "cebadores de consenso" ("consensus primers") amplifican
esta regidon como es el Cpl-CplIG.

La proteina se divide en tres regiones: un dominio amino terminal, que se sospecha regula las
actividades de E1 residentes en el C-terminal, pues es blanco de una serie de fosforilaciones que
influyen positiva o negativamente en la funcién; una regién espaciadora de longitud variable y una
region carboxilo terminal mas grande, relacionada en funcion a las ATPasas y helicasas. E1 es una
3’ — 5’ helicasa hexamérica dependiente de ATP, que participa en la replicacion del DNA viral.
Estas funciones de ATPasa y de helicasa hacen de esta proteina viral la Gnica con actividad
enzimatica y se hallan codificadas en el domino carboxilo terminal. E1 se une al origen de
replicacion, en una secuencia palindrémica de 18 pb rica en A y T que se halla en la RLC,
formando hexadmeros y dobles hexameros. El hexamero rodea al DNA de modo que el sustrato
pasa a través del centro del anillo hexdmerico. La unién de E1 al sitio de origen causa una
curvatura, critica para el correcto ensamblaje del complejo de iniciacién y para las primeras etapas
de desenrollamiento de la doble hélice.
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E1 interacciona directamente con la DNA- polimerasa a, mientras que esta necesita las proteinas
RPA, que estabilizan la cadena sencilla del duplex abierto, topoisomerasas | y Il y los cofactores
PCNA y RFC (factor de replicaciéon C) para que se lleve a cabo la replicacion.

La unién de E1 a su sitio en la RLC depende a su vez de su acoplamiento con la proteina viral E2,
la cual aumenta la especificidad de E1 por su secuencia, asi como su capacidad para desenrollar
la doble hélice. Las interacciones E2-E1 hacen que E2 atraiga otras moléculas de E1 a un
complejo inicial E2-E1-DNA. Conforme se ensamblan oligdmeros méas grandes de E1, E2 es
finalmente desplazado mediante una reaccion dependiente de ATP. Se ha demostrado
recientemente que el dominio de union al DNA de E1 (E1DBD) estimula la actividad transcripcional
de E2 dependiente de E1, lo que sugiere que la interaccion E1DBD - E2TAD funciona mas en la

regulacioén de la actividad transcripcional que en la replicacion del DNA viral. (13)

La proteina (gen) E2: El producto del gen E2, de aproximadamente 1100pb, es una proteina
nuclear de 45 kDa.

Se divide en tres dominios funcionales:

El primero, en el extremo amino-terminal, es el dominio de activacion (E2TAD), responsable de
regular la transcripcion y la replicacién del DNA viral, promueve la oligomerizacion e interaccion
entre moléculas de E2 unidas al DNA en sitios distantes provocando una curvatura en la molécula
de DNA y otros cambios conformacionales. (14)

El segundo dominio es el de bisagra o dominio central, de longitud y secuencia méas variables entre
los VPs; en VPH 11 es importante para regular la funcion de E2 durante la transcripcion del ARNm
y la replicacion viral, ademas que le da estabilidad al complejo E2 - DNA.

El tercer dominio, en el extremo carboxilo terminal, es de dimerizacién y de unién al DNA, de casi
100 aminoacidos. E2 se une al palindrome de 12 pb ACCgNNNNCcGGT, llamado el sitio de unién
de E2 (E2BS), que sufre un cambio de conformacion al unirse a la proteina. Las letras en
minUsculas son las bases preferenciales pero no requeridas para la union al DNA. La regién NNNN
se llama espaciadora, su longitud es conservada entre los VPs pero la secuencia varia con el tipo
viral. EI genoma de los VPH-AR contiene 4 sitios E2BS ubicados en la RLC o URR, que se hallan
hacia el 5’ del promotor viral que regula la expresion de los genes tempranos. La uniéon de E2 al
DNA provoca la represién o activacion de dicho promotor y la replicacion del DNA viral. A su vez,
estas funciones dependen de la concentracion intracelular de E2, asi como del sitio, de los cuatro
existentes, al que se haya unido. La unién al sitio mas préximo del promotor, BS1 afecta la
estabilidad del complejo de preinicio de la transcripcidon. La unién a los sitios BS2 y BS3 también
contribuye a la represion del promotor compitiendo con factores de transcripcion como SP1. La
union a BS3 es necesaria para la replicacion viral. E2 es mas afin a BS4 y la union a este sitio
regula positivamente la expresion génica, aunque los mecanismos para que se lleve a cabo no son

del todo claros.
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E2 puede también invocar al complejo de preinicio de la transcripcion (PIC) e influye en el
remodelaje de la cromatina, interactuando con el coactivador CBP/p300, el cual se sabe tiene una
actividad de acetilacion de histonas (HAT). La interaccién es débil pero se sabe que E2 también se
une a la proteina celular AMF-1/Gps2, quien también interactla con el coactivador p300. Por tanto
la union de E2 a AMF-1 atrae a p300 y el resultado es la sobre expresién génica por un efecto
aditivo. E2 también tienen una funcion anti-proliferativa, pues puede reprimir el crecimiento e
inducir apoptosis, mediante la represion de la transcripcion de E6 y E7 y por el consecuente
aumento de P53. E2 induce arresto en G1 por medio de la activacion del complejo p21/WAF,

inhibidor del complejo ciclina E/CDK2. (13)

La proteina (gen) E4: La proteina E4 parece ser importante para la maduracion y replicacion viral,
la proteina E4 del HPV 16 en queratinocitos humanos produce un colapso y acumulamiento de las
queratinas citoplasmaticas que podria ser la causa del caracteristico halo perinuclear de los
"coilocitos".

La secuencia codificante de E4, aproximadamente 260 pb, estd contenida dentro del marco de
lectura de E2. La proteina E4 de 10 a 44 kDa, se expresa a partir de un ARNm procesado, de
manera abundante durante las etapas tardias del ciclo viral y la replicacion vegetativa del DNA
viral. La expresion precede la sintesis de las proteinas estructurales del virus y el ensamblaje de
las particulas virales.

La proteina E4 se localiza en parte en los filamentos intermedios de queratina del citoplasma,
durante las LIE causadas por VPH 16, pero también se halla de manera difusa en regiones
perinuclares y citoplasmaticas. E4 causa el colapso de dichas queratinas y esto se ha relacionado
con la liberacion de los viriones de VPH 16. Causa arresto en la fase G2 del ciclo celular cuando se
expresa en células HelLa y SiHa. Esto sugiere un papel antagénico con la proliferacion celular
inducida por E7 durante la etapa productiva de la infeccién, asi como el requerimiento de E1,E4 y
E2 para inhibir la division celular durante el ciclo viral. (15)

E4 puede expresarse junto con E1 y E2 durante la infeccién. El hecho de que ambas proteinas, E2
y E4, pueden inhibir el ciclo celular, sugiere que cooperan durante el ciclo viral. La expresién
elevada de E2 y E4 en células epiteliales en cultivo provoca la acumulacién de E2 en el citoplasma
y co-localizacion de esta con E4. La adicion de E4 incrementa o disminuye la transcripcion
mediada por E2, dependiendo de las concentraciones relativas de ambas proteinas. A las
concentraciones fisiolégicas hay un incremento de la actividad transcripcional del promotor P97.
Esta evidencia sugiere que durante la infeccién productiva, E4 regula los niveles de la proteina
nuclear E2 para facilitar la amplificacion del genoma viral y la expresion de proteinas

tempranas.(13)
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La proteina (gen) E5: Es de aproximadamente 230 a 250 pb, codifica una proteina de 90
aminoacidos con un peso molecular de 14 kDa. Es una proteina de membrana e hidrofébica que se
halla principalmente en el reticulo endoplasmico y Golgi, pero también en la membrana
citoplasmatica.

La funcién principal de la proteina E5 es acomplejarse y sobre regular la actividad de los
receptores de factores de crecimiento, como el del factor de crecimiento epidérmico(EGFR) o el del
crecimiento derivado de las plaguetas (PDGFR).

La ATPasa es un complejo proteico, de union a membrana, cuya subunidad de 16 KDa forma el
poro por lo que pasan los iones H+ que acidifican el contenido de los endosomas.

E5 de VPH-16 inhibe la acidificacién de los endosomas, lo que resulta en la retencién del receptor,
en la prolongacién de su sefial activa y en el reciclaje del 40% de los receptores para anclarse de
nuevo en la superficie en ausencia del ligando. Esto quizés explique el incremento en el nimero de
EGFR observado en los queratinocitos que expresan E5.

La RLC de los VPHs tiene sitios de unién a AP — 1 y en presencia de E5 aumenta la actividad
transcripcional del promotor en células NIH3T3 que expresan E5, influyendo asi en la produccion
de los mensajeros tempranos. Dado que el EGF es necesario en la fase G1 del ciclo celular, se
sugiere que la actividad de E5 estimula a las células a través de esta fase y en S.

Si E5 inhibe la acidificacion de los endosomas tardios en los HFK, podria también afectar la
interaccién de los péptidos antigénicos con las moléculas del MHC-II. (16)

La molécula del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (MHC-II) es una proteina
heterodimérica compuesta de las subunidades a y  que entrega péptidos antigénicos desde los
compartimentos endociticos hasta la superficie celular para ser reconocidos por las células T
CD4+. Los antigenos del MHC-II son sintetizados en el RE donde las subunidades a y B se asocian
a una chaperona llamada cadena invariante (li). En los compartimentos endociticos, li del trimero
apli es secuencialmente degradado por medio de cistein y no cistein - proteinasas hasta
convertirse en el péptido inducido por leupeptina (LIP), en el pequefio péptido inducido por
leupeptina (SLIP) y en el péptido li asociado a la clase Il (CLIP). CLIP es finalmente intercambiado
por un péptido antigénico, proceso catalizado por HLA — DM. Luego el dimero a3 — péptido
antigénico es expresado en la superficie celular como una molécula MHC-II madura. En la
epidermis los queratinocitos humanos normalmente no expresan moléculas MHC-II, pero si las de
Langerhans. los queratinocitos pueden expresar moléculas MHC-II, tales como HLA - DR, —DP y —
DQ en muchos desérdenes de la piel, lo que les permite funcionar como células presentadoras de
antigenos e inducir una respuesta inmune. Los queratinocitos de prepucio también muestran
actividad inmune (expresando HLA — DR, - DM vy li) cuando son estimulados por interferén y. La
degradacion proteolitica secuencial de li es dependiente del pH. Por tanto E5 afecta la maduracion

de la molécula a8 de MHC-II inhibiendo la acidificacion de los endosomas donde li es digerido por
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proteasas que funcionan solo a pH acido. E5 entonces podria disminuir el reconocimiento inmune
de los queratinocitos infectados interrumpiendo la funcién de las proteinas MHC clase Il. (12)

La proteina (gen) E6: De aproximadamente 450 a 500 pb, codifica para una proteina de casi 150
aminodcidos con un peso molecular de 16 a 18 kDa. La proteina tiene un potencial oncogénico
débil en algunas lineas celulares y coopera con E7 para la plena capacidad transformante e
inmortalizante.

E6 es de las que se expresan muy tempranamente durante una infeccion por VPH. Esto le confiere
varias funciones que alteran el ambiente celular, como por ejemplo el bloqueo de la apoptosis
mediante la degradacion de p53, la alteracién de la transcripcion de genes celulares a través de la
interacciéon con p300 y CBP, e incremento de la vida celular por la sobre activacién de la
telomerasa.

E6 también puede retener a P53 en el citoplasma bloqueando su translocacién al nucleo y asi
inhibiendo su funcién independientemente de su degradacion. En consecuencia E6 inhibe la
capacidad de P53 para activar o reprimir la transcripcion de sus genes blanco. E6 puede superar la
apoptosis dependiente e independiente de P53, asi E6 interactia con Bak, una proteina
proapoptética que se expresa en altos niveles en las capas superiores del epitelio en
diferenciacion. El incremento de P53, que se daria por la proliferaciéon inducida por el VPH, asi
como la consecuente induccién de apoptésis, probablemente mataria a una célula infectada por
VPH antes de que la replicacion de este ocurriera. Por tanto la modulacion de los niveles de P53

por parte de E6 es importante para una infeccion productiva. (12,13)

La proteina (gen) E7: De aproximadamente 300 a 320 pb, codifica para una proteina de
aproximadamente 100 aminoacidos con un peso molecular de 10 kDa.

E7 tiene la mayor capacidad transformante y actia mediante la unién a proteinas celulares
supresoras de tumores de la familia pRB, que a su vez interactan con factores de transcripcién de
la familia E2F. La familia pRB controla la replicacion celular (40). La union de E7 a la forma activa
de pRB conduce a la liberacién de los factores de transcripcion E2F independientemente de la
presencia de factores de crecimiento externos, lo que promueve el progreso de la fase S del ciclo
celular y por tanto la replicacion celular. (17)

E7 también se asocia con otras proteinas tales como desacetilasas de histonas, AP1 e inhibidores
de los complejos CDK, como p21 y p27. Como resultado de la liberacién de E2F se expresa ciclina
E, importante para el progreso de la fase S. Estas interacciones inducen multiples respuestas
celulares, incluyendo la estabilizacion de P53 que normalmente contrarrestaria esta replicacién

celular, anormalmente estimulada, mediante el incremento de la apoptosis.
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Sin embargo la proteina E6 — AR degradaa P53 y por tanto bloquea esta respuesta celular. (fig. 2)
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Figura 2. L6pez S A, Lizano S M. Cancerologia 2006.

La region tardia (Late region: L) contiene dos regiones codificantes: L1 y L2 que generan proteinas
gue forman parte de la capside viral, esta contiene 60 copias de L1 y aproximadamente 12 copias

de L2, organizados en 72 capsémeros.

La proteina L1: de 57 kDa y que conforma cerca del 80 % de la capside, se expresa después de
L2; codifica la mas importante de las proteinas que es una forma muy extendida entre los distintos
virus especificos de especie. Tienen la capacidad de generar anticuerpos que pueden ser
detectados en pacientes infectadas.

La proteina L2: de 43 a 53 kDa, es la minoritaria de la capside viral, que como L1, se produce en
células que expresan E4 (74); de la region L2 se codifican proteinas de menor tamafio y mayor
variabilidad interespecies de la capside viral, se acumula en estructuras nucleares conocidas como
dominios oncogénicos de la proteina de leucemia pro-monocitica durante el ensamble del virus y
atrae a L1 hacia estos dominios.

La transcripcion de L1 y L2 estd regulada por factores reguladores de transcripcion que se
producen Unicamente en aquellas células epiteliales mas diferenciadas de la capa superficial del
cérvix; esto explica porque la produccion de viriones y el efecto citopatico es mas pronunciado en
las lesiones histolégicamente de mas bajo grado. Muchos de los "cebadores de consenso”
("consensus primers") que detectan un amplio grupo de genotipos de HPV, amplifican la regién L1
como son Oli-1b/Oli-2i, My09/My11, Gp5/Gp6, Gp5+/Gp6+ 0 como el recientemente descrito
SPF1/SPF2. (12,13)
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Mecanismos Oncogénicos

Los genes de E6 y E7 son necesarios para el mantenimiento del fenotipo transformante de las
células, E7 puede inmortalizar queratinocitos humanos en cooperacion con las oncoproteinas ras;
E6 no puede inmortalizarlos por si sola, pero transforma células epiteliales mamarias.

La accion clave de E6 de los VPH de alto riesgo (E6 — AR) es inhibir la funcion de P53, una
proteina supresora de tumores, mediante su degradacién por la via de la ubiquitina (36, 37). Para
ello E6 requiere a la proteina celular asociada a E6 (E6-AP); esta proteina reemplaza a Mdm2, que
en células normales no infectadas es quien degrada a P53. Este cambio reduce dramaticamente
la vida media de P53 (desde 3 horas hasta 20 minutos) y el nivel de proteina en las células de
CaCu a menos de la mitad del nivel presente en las células normales. La mayoria de las proteinas
E6 de los VPH de bajo riesgo (E6 — BR) no se unen a P53 o lo hacen débilmente y no lo degradan.
La proteina codificada por E6 del VPH 16 une atomos de Zn, alterando el crecimiento celular al
interferir con la proteina p53, lo que lleva consigo una disminuciéon de la cantidad de p53,
estimulacion del ciclo celular y de la actividad mitésica.

Recientemente se ha descrito otro mecanismo por el cual E6 puede inhibir la normal funcién
reguladora de p53; E6 provocaria una disrupcién del complejo p53-ADN y subsecuentemente
disminuiria la transactivacion transcripcional de p53 en un proceso independiente de ubiquitina.

En el caso de E7, que codifica una pequefia fosfoproteina nuclear también se une a un atomo de
Zn. Contacta con la proteina del gen de retinoblastoma (Rb) y sus proteinas relacionadas p107 y
p130 y con ello disocia el complejo E2F-Rb con la consiguiente liberacién de E2F, que actia de
manera positiva sobre el ciclo celular.

La proteina E1 tiene actividad helicasa muy importante para la replicacion viral mientras que E2
inhibe la expresién de E6 y E7 interfiriendo con los promotores de éstos dos ultimos genes,
suprimiendo la proliferacién de las células tumorales. La integracién viral ocurre dentro de la region
E1-E2 de manera que la disrupcién que lleva consigo interrumpe las funciones fisiolégicas de las
proteinas codificadas por dichas regiones del genoma viral, liberando asi la expresion de E6 y E7.
En la mayor parte de las lesiones de bajo grado el virus se encuentra en forma episomal (no
integrado en el ADN celular) mientras que en un alto porcentaje de casos de carcinomas el virus
esta integrado.

El efecto de la integracion viral provoca que por una parte la proteina E7 rompa los complejos
fosforilados de Rb con E2F, liberando a éste ultimo que activa de forma directa la transcripcion de
factores de crecimiento de tipo positivo. Por su parte E6 se une a p53 induciendo su degradacion, y
liberando al ciclo celular de uno de sus elementos represores y controladores. La sobreexpresion
de E6 y de E7 puede ponerse de manifiesto mediante el estudio del ARNm de cada una de ellas.
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Estas determinaciones se han puesto en relacion con la severidad de las lesiones histolégicas
acompafiantes aunque también se han descrito su existencia en mujeres sin lesion alguna. (12,13),
(fig. 3).
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Figura 3. Lopez S A, Lizano S M. Cancerologia 2006.
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Patogenia e historia natural de la infeccion.

Estos virus afectan células epiteliales escamosas como la piel y de mucosas oral, vaginal, cervical
0 anogenital.

Inicialmente era considerado como una infeccién de transmision sexual, pero se ha visto implicado
en carcinoma orofaringeo, de eséfago, pulmon y piel. (18)

Es resistente a la inactivacién y por lo tanto se puede transmitir con los fémites (por contacto
directo a través de lesiones pequefas de piel o mucosas), contacto sexual o durante el paso del

feto a través del canal del parto. (19) (fig.4)
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Figura 4. Murray P R, Rosenthal K S. Microbiologia Médica. 2007.

Es relativamente estable y debido que no tiene envoltura, permanece infeccioso en un ambiente
hamedo por tres meses.

El VPH tiene preferencia por el epitelio inmaduro del cérvix (células metaplésicas y células del
estrato basal o de reserva) el cual posee actividad mitética, y éste se presenta con mayor
frecuencia en mujeres jovenes, en la zona de transformacion cervical y una vez infectadas, con su
proliferacion favorecen la progresion e infeccion del virus; aun asi, las infecciones genitales por
VPH pueden detectarse en cérvix, vagina y vulva en mujeres; glande, prepucio y piel del pene y
escroto en hombres; y en canal anal y perianal tanto de mujeres como de hombres.

Tanto hombres como mujeres estan involucrados en la cadena epidemioldgica de la infeccién,
pudiendo ser acarreadores asintomaticos, transmisores y también victimas de la infeccién por VPH.
Es por ello que los factores asociados con la infeccion por VPH esencialmente estan relacionados
con el comportamiento sexual, como es la edad de inicio de vida sexual, un alto nimero de parejas

sexuales a lo largo de la vida, o contacto sexual con individuos de alto riesgo. (20)
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Aun cuando en personas jovenes la infeccion por VPH es muy frecuente, la mayoria de las mujeres
infectadas resuelven la infeccion espontaneamente (alrededor del 90%), persistiendo solo en una
pequefia fraccion de la mujeres. (21)

Es este grupo de portadores cronicos de VPH de alto riesgo quienes presentan un riesgo
incrementado de desarrollar lesiones del tracto anogenital. Algunos determinantes que han sido
asociados a la progresion de las lesiones son: tipo viral y variaciones intra-tipo de VPHs de alto
riesgo, integracion del genoma viral al celular y probablemente carga viral. Otros factores
adicionales incluyen la alta paridad, tabaquismo y dieta pobre en vitaminas y minerales.

Muchos tipos de VPH inducen solamente lesiones que no se asocian a cancer humano. En dichas
lesiones, la expresion de los productos de los genes virales se encuentra cuidadosamente
regulada, de modo que las proteinas virales se expresan en momentos definidos y en cantidades
controladas a medida que la célula infectada migra hacia la superficie epitelial.

Los eventos que dan lugar a la produccion de particulas virales en las capas superiores del
epitelio, parecen ser comunes tanto en virus de alto como de bajo riesgo oncogénico. De esta
manera, el cancer es una consecuencia poco frecuente de la infeccion por VPH y los eventos
iniciales que conducen a la transformacién maligna por virus oncogénicos no estan del todo
eslcarecidos. Una posibilidad es que la zona de transformacion del cérvix es un sitio del epitelio
donde los VPH de alto riesgo no logran regular apropiadamente su ciclo productivo; por lo tanto, la
variacion tanto en el nivel de expresién de las proteinas virales, como del momento en que esta
expresion ocurre, puede repercutir en el desarrollo de cancer en estos sitios.

Después de una infeccién natural solo la mitad de las mujeres desarrollan anticuerpos contra VPH
detectables, los cuales probablemente no son protectores. Los VPH infectan el epitelio cervical sin
entrar en la circulacion, por lo que las particulas no se exponen eficazmente al sistema inmune.
Como re resultado, la vigilancia inmunoldgica tipica, que involucra el ftrafico de células
especializadas desde el sitio de la infeccién hasta 6rganos linfoides secundarios, se encuentra
limitada o abatida. Aunado a esto, una vez dentro de la célula, la particula del papilomavirus puede
utilizar maltiples mecanismos para abatir la respuesta inmune que es necesaria para la eliminacion
de la infeccién. (22)

Los papilomavirus humanos tambien pueden alojarse de forma latente en las células epiteliales,
evadiendo la deteccion por el sistema inmune y permitiendo una reactivacién futura. Actualmente,
solo hay evidencias indirectas de las infecciones latentes de VPH en humanos, pero se especula
que aun cuando el VPH no pueda ser detectado en una muestra en un momento dado, permanece
la posibilidad de que el virus se encuentre en forma latente. La reactivacién de infecciones latentes
de VPH se ha reportado en pacientes inmunocomprometidos. (23)

La historia natural del cancer cervicouterino implica la progresion gradual de una serie de etapas

secuenciales en que las células del cérvix presentan ciertas anormalidades histoldgicas: Neoplasia
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Intraepitelial Cervical, NIC | (displasia leve), NIC Il (displasia moderada), NIC Il (displasia
severa/carcinoma in situ) y finalmente cancer invasor.

La etiopatogenia de esta enfermedad se ha investigado detalladamente gracias al avance de la
biologia celular, molecular e inmunologia. Estos avances han permitido conocer el papel del virus
del papiloma humano en el desarrollo de lesiones premalignas y malignas del cuello uterino.

La infeccion por el virus de papiloma humano se puede clasificar en:

1. Infeccién latente, que se caracteriza por la presencia de VPH en las células o tejidos que
son aparentemente normales y sin ninguna manifestacion de enfermedad. Sin embargo el
virus esta ahi, en ocasiones puede ser detectado por técnicas especificas como
Hibridacion in situ o Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

2. Infeccion subclinica, que se manifiesta por cambios microscépicos en el epitelio cervical
(coilocitos, displasias) detectados en las citologias o cortes
histologicos de los tejidos afectados. La presencia de VPH en este punto se puede verificar
mediante el uso de un colposcopio que evidencia cambios de coloracion en el cuello
uterino después de aplicar una solucion de acido acético; estos cambios se asocian a la
infeccién con VPH y una posible lesion premaligna.

3. Infeccién clinica, que se manifiesta por la aparicién de tumores visibles y es en esta etapa

donde podemos encontrar gran cantidad de tejido positivo para VPH (12)

Estos virus se encuentran viables y con capacidad de infectar otros tejidos. Sin embargo, no
siempre la enfermedad se manifiesta durante esta Ultima etapa ya que varios casos llegan a
permanecer en periodo de latencia o subclinico, tiempo durante el cual se puede adquirir un estado
de resistencia o regresion de las lesiones, o bien de progresiéon hacia cancer invasor en donde el
proceso puede tomar de 1 a 10 afios.

Por otro lado, se ha demostrado que la infeccion con VPHs oncogénicos tiene un promedio de
duracién aproximada de 8 meses, mientras que la duracién con VPHs no oncogénicos se estima

en 4 meses. (24)
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Epidemiologia.

Los dos géneros de VPH mas importantes son los papilomavirus Alpha (a) y los Beta (B). La
mayoria de los VPH que infectan area genital pertenecen al género Alpha. (11)

Estudios transversales de la historia natural del cancer cervical indican que cerca del 85% de las
lesiones cervicales de alto grado presentan DNA de VPH, mientras

gue el 100% de los canceres invasores de cérvix contienen secuencias de estos virus.

Es una enfermedad a nivel mundial, pero en varios estudios se ha demostrado que la incidencia y
prevalencia de la infeccion por VPH y lesiones causantes son mayores en paises en vias de
desarrollo.

De igual forma la prevalencia de VPH por grupos de edad muestra una distribuciéon similar a su
incidencia. En mujeres jovenes la incidencia es alta y se acompafia ademas con infeccion de
mdltiples tipos de VPH, mientras que hay una disminucién en la deteccion de VPH en los grupos
de mujeres pre y postmenopausicas. (25)

En mujeres asintomaticas de la poblacién general, la prevalencia de infeccion por VPH oscila entre
un 2 y 44%, siendo América Latina la region mas afectada, y con variaciones importantes por la
edad; mientras que en hombres la prevalencia varia entre 2.3 y 45% tanto para los virus de bajo y
alto riesgo. Se ha demostrado hasta un 40% de incidencia en mujeres jévenes con 3 afios de
seguimiento y en hombres se han observado tasas de incidencia entre el 14 y 21% después de 3 a
8 meses de seguimiento. (26)

Se han identificado veintitrés tipos que infectan el tracto anogenital: 6, 11, 16, 18, 30, 31, 33, 35,
39, 40, 42-45,51-58, y el 61.

Los tipos 6, 11, 16 y 53 son los tipos méas frecuentemente en mujeres con enfermedad cervical y
vulvar, encontradndose algun subtipo al menos en el 80% de las lesiones displasicas.

En las lesiones de bajo grado (Condiloma y CIN I) predominan los tipos 6 y 11 en
aproximadamente 20-22% de los casos.

En las displasias de alto grado (CIN 1I-CIN IIl) predomina el subtipo 16 entre 30-77%; tres cuartas
partes de estas lesiones estan también relacionadas con el 18 y algunos del grupo de los treinta
(31, 33, 35, 39).

En lo que respecta al carcinoma invasor de cérvix, en el grupo de alto riesgo se incluyen los tipos
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82; se considera a los tipos 26, 53 y 66 como
de probable capacidad de carcinogénesis.

En el grupo de bajo riesgo estan los tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54 61, 72, 81, CP6108. Los tipos
26, 53, 66, 73 y 82 han sido reclasificados de un grupo anteriormente como de riesgo
indeterminado a ser incluidos en los de alto riesgo. Los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52, 58 suman
el 95% de los carcinomas escamosos y no parecen encontrarse diferencias significativas de

prevalencia entre las distintas zonas geogréficas estudiadas. (27)
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Reaccidon en Cadena de Polimerasa (PCR).

Lareaccion en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas en inglés
(Polymerase Chain Reaction), es una técnica de biologia molecular desarrollada en 1983 por Kary
Mullis, cuyo objetivo es obtener un gran numero de copias de un fragmento de ADN patrticular.

Esta técnica sirve para amplificar un fragmento de ADN; su utilidad es que tras la amplificacion
resulta mucho més facil identificar con una muy alta probabilidad, virus o bacterias causantes de
una enfermedad, identificar personas (cadaveres) o hacer investigacion cientifica sobre el ADN
amplificado. Se fundamenta en la propiedad natural de los ADN polimerasas para replicar cadenas
de ADN, para lo cual se emplean ciclos de altas y bajas temperaturas alternadas para separar las
cadenas de ADN recién formadas entre si tras cada fase de replicacién y, a continuacion, dejar que

las cadenas de ADN vuelvan a unirse para poder duplicarlas huevamente.

Todo el proceso de la PCR esta automatizado mediante un aparato llamado termociclador, que
permite calentar y enfriar los tubos de reaccién para controlar la temperatura necesaria para cada
etapa de la reaccion. Muchos termocicladores modernos hacen uso del efecto Peltier, que permite
tanto calentar como enfriar los tubos simplemente invirtiendo la corriente eléctrica. Los tubos
usados para PCR tienen una pared muy fina, lo que favorece una buena conductividad térmica,

permitiendo que se alcance rapidamente el equilibrio térmico.
Para realizar la técnica se necesitan:

Los 4 desoxirribonucle6sidos-trifosfato (ANTP): sustratos para polimerizar nuevo ADN:

Dos cebadores o iniciadores (en inglés, primers), oligonucleétidos que son, cada uno,
complementarios a una de las dos cadenas de ADN. Son secuencias cortas, de entre seis y
cuarenta nucleotidos, normalmente de dieciocho a veintidds, que permiten que la polimerasa inicie
la reaccion. Delimitan la zona de ADN a amplificar, es decir, corresponden a los nucleétidos que
definen los extremos de la secuencia que se desea replicar.

lones divalentes: Se suele usar magnesio (Mg®"), agregado cominmente como cloruro de
magnesio (MgCl,), o algin otro catién divalente. También se puede emplear manganeso(Mn®"),
para mutagénesis de ADN mediante PCR, ya que altas concentraciones de Mn*‘incrementan la
tasa de error durante la sintesis de ADN. Actian como cofactores de la polimerasa.

lones monovalentes, como el potasio.

Una soluciéon tampon o buffer que mantiene el pH adecuado para el funcionamiento de la ADN
polimerasa.

ADN polimerasa o mezcla de distintas polimerasas con temperatura 6ptima alrededor de 70 °C (la
més comun es la polimerasa Taq).

ADN molde, que contiene la regién de ADN que se va a amplificar.
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Termociclador: el aparato que mantiene la temperatura necesaria en cada una de las etapas que
conforman un ciclo.

Proceso.

El proceso de PCR por lo general consiste en una serie de 20 a 35 cambios repetidos de
temperatura llamados ciclos; cada ciclo suele consistir en 2-3 pasos a diferentes temperaturas. La
PCR comun se realiza con ciclos que tienen tres pasos de temperatura. Los pasos de ciclos a
menudo estan precedidos por un choque térmico (llamado "hold") a alta temperatura (> 90 °C), y
seguido por otro hold al final del proceso para la extension de producto final o el breve almacenaje.
Las temperaturas usadas y el tiempo aplicado en cada ciclo dependen de gran variedad de
parametros. Estos incluyen la enzima usada para la sintesis de ADN, la concentracion de iones
divalentes y de los dNTP en la reaccion, y la temperatura de unién de los cebadores, asi como la
longitud del ADN que se desea amplificar.

Los pasos en el proceso son:

Inicio: Consiste en llevar la reaccion hasta una temperatura de 94-96 °C (6 98 °C si se esta usando
una polimerasa termoestable extrema), que se mantiene durante 1-9 minutos. Esto solo es

necesario para ADN polimerasas que requieran activacion por calor.

Desnaturalizacién: En primer lugar, se desnaturaliza el ADN (se separan las dos cadenas de las
cuales esta constituido). Este paso puede realizarse de diferentes modos, siendo el calentamiento
(94-95 °C) de la muestra la forma mas habitual. La temperatura a la cual se decide realizar la
desnaturalizacion depende, por ejemplo, de la proporcién de G+C que tenga la cadena, como
también del largo de la misma. Otros métodos, raramente empleados en la técnica de la PCR,

serian la adicién de sales o agentes quimicos capaces de realizar la desnaturalizacion.

Alineamiento o union del cebador: A continuacion se producird la hibridacién del cebador, es decir,
el cebador se unira a su secuencia complementaria en el ADN molde. Para ello es necesario bajar
la temperatura a 40-68 °C durante 20-40 segundos, permitiendo asi el alineamiento. Los puentes
de hidrégeno estables entre las cadenas de ADN (unién ADN-ADN) so6lo se forman cuando la

secuencia del cebador es muy similar a la secuencia del ADN molde.

La polimerasa une el hibrido de la cadena molde y el cebador, y empieza a sintetizar ADN. Los

cebadores actuaran como limites de la region de la molécula que va a ser amplificada.

Extension o elongacion de la cadena: Actia la ADN polimerasa, tomando el ADN molde para
sintetizar la cadena complementaria y partiendo del cebador como soporte inicial necesario para
la sintesis de nuevo ADN. La polimerasa sintetiza una nueva cadena de ADN complementaria a la
cadena molde afiadiendo los dNTP complementarios en direccion 5'— 3', uniendo el grupo 5'-
fosfato de los dNTP con el grupo 3'-hidroxilo del final de la cadena de ADN creciente (la cual se

extiende).

23


http://es.wikipedia.org/wiki/Termociclador
http://es.wikipedia.org/wiki/ADN_polimerasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Contenido_GC
http://es.wikipedia.org/wiki/Hibridaci%C3%B3n_(biolog%C3%ADa_molecular)
http://es.wikipedia.org/wiki/Puente_de_hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Puente_de_hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
http://es.wikipedia.org/wiki/Replicaci%C3%B3n_de_ADN

Elongacién final: Etapa Unica que se lleva a cabo a una temperatura de 70-74 °C durante 5-15
minutos tras el Ultimo ciclo de PCR. Con ella se asegura que cualquier ADN de cadena simple
restante sea totalmente ampliado.

Conservacion: Este es un paso que se lleva a cabo a 4-15 °C durante un tiempo indefinido para

conservar la reaccion a corto plazo.

La PCR normalmente se realiza con un volumen de reacciéon de 15-100 yL, en pequefios tubos de

0.2-0.5 mL que se colocan en el termociclador. (28,29)

24



1.2. Definicion del problema.

El diagnéstico citolégico de células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US) y
células escamosas atipicas, sin poder excluir lesion intraepitelial de alto grado (ASC-H), es
subjetivo y poco reproducible.

La prueba de PCR para deteccién de VPH de alto riesgo es altamente sensible y especifica.

El motivo del presente trabajo es evaluar el significado del diagndstico citolégico de ASC-US y

ASC-H correlacionado con la prueba positiva de PCR para VPH de alto riesgo.

1.3. Hipétesis.
Las mujeres con diagnostico citologico de ASC-US o ASC-H pueden ser diferenciadas hacia el
diagndstico histolégico final de lesion intraepitelial escamosa o0 a carcinoma, segun sea el caso,

apoyado en la deteccién molecular de VPH de alto riesgo con la técnica de PCR (Cobas Roche).

1.4. Objetivo general.
Analizar el significado citolégico de ASC-US y ASC-H en relacién a la prueba de PCR positiva a

VPH de alto riesgo, para conocer esta asociacion y determinar el seguimiento clinico.

1.5. Objetivos especificos.
1. Identificar la relacion directa entre la prueba de PCR positiva para VPH de alto riesgo y la
atipia de células escamosas (ASC-US, ASC-H).
2. Conocer la incidencia de pruebas de PCR positivas para VPH de alto riesgo, en
diagnésticos citolégicos de ASC-US y ASC-H.

1.6. Justificacion.

En los laboratorios de citopatologia, el diagnostico citoldgico de ASC-US y ASC-H, tiene un
promedio global de 5% del total de casos positivos; sin embargo al realizar dicho diagnostico
debemos considerar la posibilidad de la existencia de infeccion por VPH, siendo la prueba
diagnéstica de eleccién la PCR, por medio de la cual realizamos una busqueda intencionada de
VPH-AR: 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68 y 73; y genotipificacién de VPH-16 y 18.

De esta manera, se realiza un diagnéstico fundamentado, con el subsecuente beneficio de un
mejor seguimiento y tratamiento de la paciente de riesgo clinico para LIEAG o carcinoma.

Asi mismo, resulta importante conocer la relacién del diagndstico de ASC-US y ASC-H con el

resultado positivo a VPH-AR, para orientar el algoritmo de seguimiento y tratamiento en cada caso.
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MATERIAL Y METODO

2.1. Disefo.

Se recolectaron del archivo de laboratorio de citopatologia el total de muestras con tincion de
Papanicolaou tomadas por el servicio de colposcopia del Hospital Regional Lic. Adolfo Lopez
Mateos y de las clinicas de medicina familiar de la Delegacion Zona Sur del ISSSTE con
diagnostico de ASC-US y ASC-H; posteriormente se identificaron los casos con prueba de PCR
para VPH de alto riesgo en el periodo comprendido entre diciembre de 2011 a septiembre de
2012.

2.1.1. Tipo de investigacion.

Observacional. No se estan modificando las variables de estudio.
Transversal. El estudio se esta realizando en un periodo de 10 meses.
Prospectiva. Investigacién planteada a futuro.

Descriptiva. El fenébmeno es estudiado sin establecer comparaciones.
Abierta. Se conocen las condiciones que pueden modificar el estudio.

Bésica. El objeto es generar nuevos conocimientos sobre los hechos observables.

N o gk~ bR

Clinica. Encaminada a generar nuevos conocimientos sobre los procesos patolégicos que
afectan al ser humano como individuo y que se relacionan con los procesos de desarrollo,
etiopatogenia, fisiopatogenia diagnostico, pronostico, tratamiento y complicaciones,

tomando como referencia la historia natural de la enfermedad.

2.2. Grupos de estudio.

Estudios de Papanicolaou de mujeres de 35 a 64 afios de edad con diagnostico citolégico de ASC-
US y ASC-H diagnosticados en el Laboratorio de Citopatologia de muestras provenientes del
servicio de colposcopia del Hospital Regional Lic. Adolfo Lépez Mateos y de clinicas de medicina

familiar de la Delegacion Sur del ISSSTE.
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2.3. Tamafio de la muestra.

De acuerdo a incidencia entre diciembre de 2011 y septiembre de 2012, ya que dependera del
namero de pacientes a las cuales se les tome muestra para citologia y que tengan resultado
positivo para ASC-US o ASC-H, del Hospital Regional Lic. Adolfo Lépez Mateos y de clinicas de

medicina familiar de la subdelegacion sur del ISSSTE.

2.3.1. Criterios de inclusion.

Mujeres de 35 a 64 afios de edad, derechohabientes del Hospital Regional Lic. Adolfo Lépez
Mateos y de clinicas de medicina familiar de la subdelegacion sur del ISSSTE con toma de
muestras para estudio citolégico entre diciembre de 2011 y septiembre de 2012, con diagndstico
citoldgico de Atipia de Células Escamosas de Significado Indeterminado (ASC-US) o de Atipia de
Células Escamosas sin poder excluir lesion intraepitelial de alto grado (ASC-H) y que tengan
prueba de PCR.

2.3.2. Criterios de exclusion.

Pacientes fuera del rango de edad (35-64 afios).

Fuera del rango de tiempo establecido.

No derechohabientes.

Pacientes sin diagnéstico de atipia de células escamosas de significado indeterminado (ASC-US) y
de atipia de células escamosas sin poder excluir lesion intraepitelial de alto grado (ASC-H).
Pacientes sin PCR.

2.3.3. Criterios de eliminacion.

Diagnéstico de ASC-US y ASC-H con PCR pero que hayan sido inadecuadas por falta de beta-

globina como control interno.
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2.4,

Descripcion general del estudio.

En mujeres de 35 a 64 afios de edad, derechohabientes del Hospital Regional Lic. Adolfo
Lépez Mateos y de clinicas de medicina familiar de la subdelegacién sur del ISSSTE se
tomaradn muestras de cérvix por especuloscopia o colposcopia, con Cervex-Brush, Rovers,
entre diciembre de 2011 y septiembre de 2012 para estudio citolégico convencional
(Prueba de Papanicolaou) y estudio de PCR (Cobas 4800 ROCHE) para VPH de alto
riesgo.

La muestra para citologia convencional se fijar4 de la manera habitual y enviara al Servicio
de Patologia. La tincidn se realizara con técnica de Papanicolaou. La revision rutinara
(screening) la realizaran citotecnélogos. Ante la sospecha de diagnéstico de ASC-US o
ASC-H, se revisa por el Patélogo. En caso de confirmarse se incluira al grupo de estudio.
Durante la misma toma se deposita material en un vial (PreservCyt Solution) para el
estudio de PCR (Cobas 4800 ROCHE) para VPH-AR y genotipo 16/18.

Toda la informacién sera concentrada en cédula digital de datos excel.

Se realizara andlisis estadistico descriptivo para frecuencia y proporcén de tipo de VPH-AR
en ASC-US y ASC-H.

Se realizara analisis estadistico de frecuencia y proporcion de VPH-AR por edad con
diagnéstico citolégico de ASC-US y ASC-H.

También se compararan nuestros hallazgos con las series publicadas de ASC-US y ASC-H

evaluadas con técnicas de biologia molecular (PCR) de otros autores.
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RESULTADOS

Grafica 1. De un total 9,432 estudios citologicos del periodo de diciembre de 2011 a septiembre

de 2012, se encontraron 201 casos (2.13%) con diagnostico citolégico de ASC.

Frecuencia de casos con ASC en estudios
totales

~ASC
ESTUDIOS TOTALES
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Grafica 2. De los 201 casos con diagnéstico citolégico de ASC: la frecuencia es de 15 (7%) para
ASC-H y 86 (93%) para ASC-US.

MUJERES CON ASC-US 186
MUJERES CON ASC-H 15
TOTAL DE CASOS 201

Frecuencia de casos de ASC

30



Gréfica 3. El total de casos de ASC-US fue de 186 (93%); el resultado de casos por edad es el
expresado en la siguiente gréfica:

EDAD CASOS
35-45 99
46-55 56
56-64 31

TOTAL 186
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Grafica 4. La frecuencia de casos con diagnéstico de ASC-US fue de 186 (93%) ; los resultados

obtenidos en relacién con estudio de PCR, son los siguientes:

ESTUDIO CASOS
POSITIVOS 61
NEGATIVOS 76
SIN PCR 45
INADECUADOS 4
TOTAL 186

ASC-US Y PCR

- POSITIVOS
NEGATIVOS

* SIN PCR

- INADECUADOS
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Grafica 5. La frecuencia de casos positivos para PCR en ASC-US fue de 61 (33%), de los cuales

48 fueron positivos para VPH de alto riesgo; 7 para VPH 16; 2 para VPH 18 y 4 infecciones

multiples.

RESULTADO PCR CASOS
VPH AR 48
VPH 16 7
VPH 18 2
INFECCIONES 4
MULTIPLES

TOTAL 61

Tipos de VPH positivo en ASC-US

VPH AR
VPH 16
VPH 18
INFECCIONES MULTIPLES
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Grafica 6. El total de casos con diagnostico de ASC-H fue de 15 (7%), en relacién con estudio de

PCR los resultados son los siguientes:

ESTUDIO CASOS
POSITIVO 4
NEGATIVO 5
INADECUADO 1
SIN PCR 5
TOTAL 15

ASC-H Y PCR

- POSITIVO
NEGATIVO

* INADECUADO

- SIN PCR
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Gréfica 7. El total de casos de ASC-H fue de 15 (7%); el resultado de casos por edad es el

expresado en la siguiente gréfica:

EDAD CASOS
35-45 4
46-55 2
56-64 9
TOTAL 15
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Rango de edades
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Grafica 8. La frecuencia de tipo de VPH en casos con diagnéstico citoldgico de ASC-H, es la

siguiente:.

RESULTADO PCR

CASOS

POSITIVO AR

NEGATIVO

INADECUADO

SIN PCR

VPH 16/18

TOTAL

ASC-H Y FRECUENCIA DE TIPO DE VPH

- POSITIVO
NEGATIVO

* INADECUADO

- SIN PCR
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DISCUSION

En el laboratorio de citopatologia del Hospital Lic. Adolfo Lépez Mateos, en el periodo comprendido
de diciembre de 2011 a septiembre de 2012, en un total de 9,432 casos, el diagndstico de casos
de ASC es de 201, con frecuencia de 2.13%, el resultado esta dentro de los parametros aceptados
(hasta 5%) de control de calidad a nivel internacional para dichos laboratorios, lo cual nos permite
llevar a cabo un estudio serio y con resultados congruentes en comparacion con estudios
internacionales.

La frecuencia de VPH positivo en el total de casos (9,432), en relacion con diagndstico de ASC
(201 casos), es de 0.68% (65 casos).

La frecuencia de casos de ASC-US es de 1.98% (186 casos), con una curva de presentacion
decreciente de acuerdo a edad, siendo més diagnosticado en mujeres entre 35 a 55 afios.

De los 186 casos con diagnéstico citolégico de ASC-US, 61 (33%) casos fueron positivos para VPH
por estudio de PCR.

El VPH de alto riesgo (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68) es el diagndstico por estudio
de PCR mas frecuentemente encontrado con 48 (79%) casos positivos, en segundo lugar es el
VPH 16 con 7 (11%) casos positivos y el VPH 18 con 2 (3%) casos positivos;las infecciones
multiples que son 4 (7%) del total de casos, son positivas simultdaneamente a VPH 16/18.

En cuanto al diagnostico citolégico de ASC-H, el nimero de casos positivos es de 15 (0.15% del
total de casos y 7% del total de casos con ASC), con curva por edad creciente, siendo mas
frecuente el diagndéstico entre los 55 y 64 afios de edad. A 10 casos se les realizé estudio de PCR:
5 fueron negativos, uno inadecuado y 4 positivos para VPH de alto riesgo; ninguno fue positivo
para VPH 16/18.

En programas de screening estadounidenses alrededor del 50% de mujeres con ASC estan
infectadas con VPH de alto riesgo o con genotipo 16/18 (30,31), igualmente la concordancia de

edad con nuestro es estudio es alta.
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CONCLUSIONES

El analisis de resultados nos indica que la frecuencia de VPH de alto riesgo esta presente en los
casos con diagnostico citolégico de ASC en un 33%, consecuentemente es importante el
seguimiento de las pacientes con este diagndstico, ya que sin existir una lesién colposcopica
evidente, podemos hacer un diagnésttico con factores de riesgo reales, lo cual cambia la conducta
clinica y de tratamiento subsecuente.

Es importante resaltar la frecuencia de VPH de alto riesgo presente (52 casos) en el diagnostico
citolégico de ASC, con una frecuencia de 26%, siendo un porcentaje alto, el cual debe
considerarse como factor de riesgo en la paciente y de esta manera se hace relevante el
diagnéstico de ASC, tomando en cuenta que los criterios citoldgicos no son suficientes para el
diagnéstico de lesion intraepitelial.

Asi mismo, de acuerdo a las guias de seguimiento y tratamiento publicadas internacionalemnte,
recomendamos el seguimiento de las pacientes con diagnéstico citolégico de ASC vy si es posible,
la realizacién del estudio de PCR en busca de VPH de alto riesgo y con genotipo 16/18 para la

prevencion de cancer cerivicouterino,

ASPECTOS ETICOS

No existen inconvenientes de tipo ético ya que los estudios que se realizan forman parte de los
estudios establecidos en la Institucion para la deteccion de lesiones cervicales y VPH de alto riesgo
y VPH con genotipo 16/18..
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ANEXO. Cédula de recoleccién de datos.

EDAD FOLIO CITOLOGIA DIAGNOSTICO No. PCR
28 010/12 ASC-US 18495
57 087/12 ASC-US 7638/11
32 1025/12 ASC-US 1736
32 1028/12 ASC-US 1732
53 1115/12 ASC-H 9550
37 1124/12 ASC-US SIN PCR
18 1153/12 ASC-US 2500
64 1160/12 ASC-H 3268
66 1178/12 ASC-H 8422
50 1180/12 ASC-US 2315
43 1191/12 ASC-US 2326
23 1199/12 ASC-US 2697
86 12816/11 ASC-US SIN PCR
65 12847/11 ASC-US SIN PCR
57 12850/11 ASC-H 5843
41 12994/11 ASC-US 20571/11
46 131152/11 ASC-US SIN PCR
45 13157/11 ASC-US SIN PCR
37 13167/11 ASC-US SIN PCR
74 1436/12 ASC-US 2918
31 1444/12 ASC-US 2851
40 1446/12 ASC-US 2847
33 1447/12 ASC-US SIN PCR
37 1448/12 ASC-US SIN PCR
48 1586/12 ASC-US 3206
58 1648/12 ASC-US 3198
52 1662/12 ASC-US 3399
47 1911/12 ASC-US 12747
52 1923/12 ASC-US SIN PCR
69 2014/12 ASC-US SIN PCR
23 2018/12 ASC-US SIN PCR
61 211/12 ASC-US 15883
56 215/12 ASC-US 9354
47 216/12 ASC-US 287
69 217/12 ASC-H SIN PCR
57 574/12 ASC-US SIN PCR
63 2164/12 ASC-US 4807
45 2182/12 ASC-H 16087
73 2306/12 ASC-US SIN PCR
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76 2332/12 ASC-US SIN PCR
62 2423/12 ASC-US SIN PCR
30 2429/12 ASC-US 9702
64 2435/12 ASC-US 2917
49 2436/12 ASC-US SIN PCR
29 2685/12 ASC-US SIN PCR
43 2689/12 ASC-US 5799/12
40 2690/12 ASC-US 5789 SP
48 2700/12 ASC-US 5773
50 2702/12 ASC-US 5781
36 2708/12 ASC-US 5841
33 2709/12 ASC-US 1679
43 2710/12 ASC-US 5835
53 2711/12 ASC-US 5839
33 2024/12 ASC-H 17027
48 2720/12 ASC-US 5840
36 2721/12 ASC-US 5842
50 2725/12 ASC-US SIN PCR
47 2726/12 ASC-US 6024
49 2867/12 ASC-US 6019
47 2870/12 ASC-US 6166
57 2959/12 ASC-US 7088
48 2964/12 ASC-US 7086
29 2978/12 ASC-US 6568
68 2979/12 ASC-US 6572
54 2981/12 ASC-US 7083
44 2982/12 ASC-US 6796
35 2987/12 ASC-US SIN PCR
24 3007/12 ASC-US 6504
40 3332/12 ASC-US SIN PCR
49 3343/12 ASC-US 390
66 3359/12 ASC-US 280
32 3064/12 ASC-US 6802
46 3066/12 ASC-US 6801 SP
40 3332/12 ASC-US SIN PCR
33 3344/12 ASC-US 7257
66 3359/12 ASC-US 280
43 3360/12 ASC-US 7407
23 3381/12 ASC-US SIN PCR
44 3542/12 ASC-US SIN PCR
73 3580/12 ASC-H SIN PCR

43



55 3608/12 ASC-US 23885
42 3635/12 ASC-US 7420
53 3933/12 ASC-US 8532
28 3941/12 ASC-US 8640
24 3942/12 ASC-US 8644
39 4113/12 ASC-US 8702
26 422/12 ASC-US SIN PCR
42 423/12 ASC-H 7906
49 4311/12 ASC-US 3742
42 4313/12 ASC-US 9081
58 4325/12 ASC-US SIN PCR
41 4329/12 ASC-US 9199
25 4331/12 ASC-US 9201
31 4342/12 ASC-US 9702
49 4443/12 ASC-US 7260
62 4524/12 ASC-US SIN PCR
26 4814/12 ASC-US SIN PCR
57 4826/12 ASC-US 22886
27 5087/12 ASC-US 6714
83 5090/12 ASC-H 11592
63 5170/12 ASC-US 12393
28 5176/12 ASC-US 12396
21 5184/12 ASC-US SIN PCR
41 5189/12 ASC-US SIN PCR
36 5322/12 ASC-US SIN PCR
28 5358/12 ASC-US 11972
45 4954/12 ASC-US 11440
48 5453/12 ASC-US 13691
33 5486/12 ASC-US 13729
47 5674/12 ASC-US SIN PCR
36 5790/12 ASC-US SIN PCR
45 5791/12 ASC-US 18861
45 6028/12 ASC-US 13994
43 6031/12 ASC-US SIN PCR
29 6041/12 ASC-US 14007
74 6150/12 ASC-US SIN PCR
38 6262/12 ASC-US 13681
48 6273/12 ASC-US SIN PCR
36 6279/12 ASC-US 14658/11
33 4591/12 ASC-US 9852
51 4597/12 ASC-US 16589
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49 6455/12 ASC-US 14684
22 6583/12 ASC-US 7729
51 6584/12 ASC-US SIN PCR
63 6592/12 ASC-H 16442
42 7911/12 ASC-US 19132
58 8272/12 ASC-US 20663
45 830/12 ASC-US 1210
36 8320/12 ASC-US 20978
39 846/12 ASC-US 1410
46 850/12 ASC-US 1413
75 8738/12 ASC-US SIN PCR
71 8812/12 ASC-US SIN PCR
79 8825/12 ASC-H SIN PCR
32 8746/12 ASC-H SIN PCR
48 9025/12 ASC-US 24002
54 9084/12 ASC-H 6975
55 9149/12 ASC-US 16130
55 9158/12 ASC-US SIN PCR
51 9188/12 ASC-US SIN PCR
65 9433/12 ASC-US 18016/11
29 9437/12 ASC-US 17410
45 9442/12 ASC-US 17591
40 9444/12 ASC-US SIN PCR
52 9446/12 ASC-US 25759
59 9450//12 ASC-H SIN PCR
40 9533/12 ASC-US SIN PCR
36 9544/12 ASC-US SIN PCR
68 9545/12 ASC-US SIN PCR
46 9598/12 ASC-US SIN PCR
53 9625/12 ASC-US 1341
48 6171/12 ASC-US 14455
40 8329/12 ASC-US SIN PCR
59 8288/12 ASC-US 20674
43 8355/12 ASC-US SIN PCR
40 8552/12 ASC-US 22950
44 SIN NUMERO ASC-US 12480
33 SIN NUMERO ASC-US 12497
37 7 ASC-US 12473
36 26 ASC-US 12494
41 39 ASC-US 12507
44 41 ASC-US 12509
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50 43 ASC-US 12509
50 5768 ASC-US 5768
47 5779 ASC-US 5779
50 5781 ASC-US 5781
49 5786 ASC-US 5786
41 6159 ASC-US 6159
35 6167 ASC-US 6167
44 6215 ASC-US 6215
48 6804 ASC-US 6804
30 7064 ASC-US 7064
54 7073 ASC-US 7073
41 7085 ASC-US 7085
49 7148 ASC-US 7148
43 7150 ASC-US 7150
48 7154 ASC-US 7154
33 7257 ASC-US 7257
40 7258 ASC-US 7258
53 8532 ASC-US 8532
28 8640 ASC-US 8640
38 8641 ASC-US 8641
35 9694 ASC-US 9694
27 10344 ASC-US 10344
33 10467 ASC-US 10467
52 11316 ASC-US 11316
34 11323 ASC-US 11323
49 11439 ASC-US 11439
37 12746 ASC-US 12746
65 13666 ASC-US 13666
48 13667 ASC-US 13667
27 14438 ASC-US 14438
50 16137 ASC-US 16137
47 18436 ASC-US 18436
61 20676 ASC-US 20676
55 20682 ASC-US 20682
40 22340 ASC-US 22340
50 22629 ASC-US 22629
44 22633 ASC-US 22633
42 26158 ASC-US 26158
38 27758 ASC-US 27758
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ABSTRACT

Establish what the meaning cytological diagnosis of ASC-US or ASC-H in relation to the positivity
of PCR with high-risk HPV (HR-HPV) is important because of the lack of concordance in diagnosis
and morphological subsequent clinical behavior.

File were collected cytopathology laboratory total Papanicolaou stain samples taken by the
colposcopy service Regional Hospital Adolfo Lopez Mateos and family medicine clinics in the South
Zone ISSSTE Delegation diagnosed with ASC-US and ASC-H; cases were subsequently identified
with PCR testing for high-risk HPV in the period from december 2011 to september 2012.

The analysis of results indicates that the frequency of high-risk HPV is present in cases with
cytologic diagnosis of ASC by 33%, therefore it is important to monitor patients with this diagnosis,
since no clear colposcopic injury exist, diagnostic can make a real risk factors, which changes the

clinical behavior and subsequent treatment.
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