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RESUMEN.

En Bolivia, el cancer cérvico uterino (CCU) representa la primera causa de mortalidad en
mujeres, aproximadamente fallecen 27/100.000 mujeres, y la tasa de incidencia es
57/100.000 quiere decir que al dia mueren 4 a 5 mujeres, se conoce que el principal
responsable del desarrollo de esta patologia es la infeccion persistente del virus del
papiloma humano de alto riesgo oncogénico (VPH-AR) sobre todo los genotipos VPH 16 y
18 a nivel mundial. EI propdsito del estudio fue determinar la presencia del virus del
papiloma humano de alto riesgo VPH-AR (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y
68) mediante captura de hibridos Il (hc2) y asociar con los factores de riesgo: edad,
consumo de tabaco, anticonceptivos orales, bebidas alcohdlicas y caracteristicas gineco
obstétricas, en mujeres asintomaticas que asistieron a su consulta ginecoldgica en el
Hospital El Torno de la Ciudad de Santa Cruz y en el Hospital de la Mujer de la ciudad de
La Paz. A cada paciente se informo del estudio y aceptaron participar, posterior se realizd
la toma de muestra de la regién cervical para captura de hibridos Il. Se incluyeron 160
pacientes. Se determind mayor nimero de casos positivos a la infeccion por el VPH-AR en
mujeres de la ciudad de La Paz con 17% (n=14/88) en relacion a la ciudad de Santa Cruz
con 12% (n=9/77). Por otro lado las mujeres de La Paz < 30 afios de edad registraron
mayor reactividad a la infeccion viral en relacion a las mujeres de Santa Cruz. EI consumo
de tabaco, alcohol y anticonceptivos orales en mujeres de La Paz, probablemente no
represente riesgo para la infeccion del VPH, talvéz otros sean los factores implicado, pero
en mujeres de Santa Cruz, el consumo de alcohol si representa un factor de riesgo.
También se registré un aumento de casos positivos de infeccion a mayor nimero de partos
y abortos en mujeres de La Paz. Sin embargo en mujeres de Santa Cruz el aborto no
representa un factor de riesgo y la cesarea si favorece a la reduccion de infeccién por el
VPH-AR en ambas poblaciones estudiadas. Por ultimo el riesgo de infeccion por los dos
genotipos oncogénicos VPH 16 y 18 en ambas poblaciones de estudio es alto en relacion a
la infeccion por un solo genotipo, dando referencia el porqué de la alta incidencia de CCU
en nuestro pais ya que estos genotipos son responsables del desarrollo de CCU EN UN

70% a nivel mundial y un 100% en paises en vias de desarrollo.
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1. INTRODUCCION

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es uno de los agentes de transmisién sexual mas
frecuentes en el mundo, afecta a mas del 85% de la poblacion tanto en hombres y mujeres
sexualmente activos *. En Bolivia la infeccién por VVPH es de gran importancia en la salud

publica de nuestra poblacion.

Existen mas de 100 genotipos del VPH definidos completamente, y 40 de estos han sido
identificados en el tracto genital ™ *® Los VPH que infectan el tracto genital se
subdividen de acuerdo a su potencial oncogénico en grupos de alto riesgo y bajo riesgo.
Solo los tipos VPH de Alto Riesgo (VPH-AR), son asociados al desarrollo de céncer
cérvico uterino (CCU), y en menor frecuencia a cancer de vulva y vagina en mujeres,
cancer de pene en hombres y cancer anal y oral en ambos; esto debido a su gran capacidad
transformante y a su frecuente presencia en lesiones neoplésicas avanzadas “° 2534 | os
virus VPH de Bajo Riesgo (VPH-BR), se encuentran principalmente en lesiones
intraepiteliales de bajo grado (LIEBG), producen lesiones benignas anogenitales y
papilomatosis laringea o atipias que en la mayoria de los casos se curan espontaneamente
sin ocasionar problemas en el tejido que infectan. Los VPH 16 y 18, son los VPH-AR mas

frecuentes, mientras que los VPH 6 y 11 son los virus de Bajo Riesgo mas frecuentes.

El CCU, es el segundo mas frecuente en la poblacién femenina a nivel de los paises en

0 (14.15)

desarroll yel primero més frecuente a Nivel Nacional ®. En el mundo en el 2008 se

estim6é que anualmente ocurrieron mas de 500.000 casos nuevos y cerca de 280.000

defunciones (15, 16, 17)

por lo que se constituye en un problema de salud publica, en diversos
paises en desarrollo, especialmente en Africa y América Latina. EI CCU esta altamente
asociado con los VPH-AR 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82,
ocupando el primer lugar en incidencia %% ", De estos, el VPH 16 es el mas frecuente
en el mundo, excepto en Argelia e Indonesia donde el VVPH 18 es el mas frecuente &4 16
17.18) "E] VPH 45 tiene alta incidencia en Africa Occidental y los tipos 33, 39 y 59 se

encuentran con mayor frecuencia en Centro América y Sudamérica 2.
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En Bolivia los genotipos encontrados con mayor frecuencia son los VPH 16, 18, 26, 31,
39, 51, 52 y 59 14 119),

La prevalencia de la infeccion por VPH esta relacionada con el comportamiento sexual de
la comunidad. Es més frecuente entre los 15 — 25 afios de edad, al inicio de relaciones
sexuales. La prevalencia va disminuyendo entre los 25 — 40 afios de edad, ya que la

mayoria de las infecciones son eliminadas por el sistema inmunitario™.

Segun reportes del Ministerio de Salud y la OMS/OPS, Bolivia tiene una de las tasas de
incidencia y mortalidad méas altas del mundo. De cada 100.000 mujeres, 56 presentan

cancer de Gtero y 4 - 5 mujeres mueren al dia por dicha causa %89,

El CCU, al igual que muchos otros canceres, se desarrolla como resultado de multiples
factores, incluyendo condiciones genéticas e inmunoldgicas; influenciadas por otros como
la interaccion entre el micro y medio ambiente y la célula. Estos pueden facilitar la
promocion de los procesos de transformacion neoplasica. Entre estos, la infeccion
persistente con el VPH-AR, es considerada, como el principal factor de riesgo de este tipo
de céancer, pero no la Unica suficiente. Otros factores adicionales que actlan conjuntamente
con el VPH incluyen el comportamiento sociocultural, entre ellos la paridad, uso
prolongado de anticonceptivos orales, consumo de tabaco, la promiscuidad, otras
enfermedades/infecciones de transmision sexual. Asi mismo, la condicion bioldgica del
huésped, estados de inmunodeficiencia y la desnutricion se han asociado en grado variable
con el desarrollo de CCU °.

Cuando un virus infecta una célula, el genoma del VPH se encuentra en una configuracion

episomal intracelular *.

Sin embargo, uno de los procesos que parece estar mas
involucrado en el origen de las células malignas es el evento de integracion del genoma
viral al del huésped, proceso actualmente considerado como una alteracion genética
importante que caracteriza las lesiones malignas y que se relaciona con la inactivacion de
genes celulares del huésped. Las proteinas virales E6 y E7, se unen a dos proteinas

celulares: p53 y pRb alterando en importantes puntos de control del ciclo celular y de esta
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manera, favorecen la progresion de lesiones preinvasivas. Por tanto, considerando el
evento de integracion del genoma viral al genoma del huésped ha sido propuesto como un

marcador potencial de la progresion de neoplasias cervicales™.

En el mundo, el diagndstico, tratamiento y prevencion de la enfermedad aborda el aspecto
virologico e inmunoldgico. La prevencion del cancer cervical se basa fundamentalmente en
programas de tamizaje citolégico (inspeccion visual con acido acético, Papanicolaou,
colposcopia y biopsia) “ " y tratamiento de lesiones. Sin embargo los genotipos de VVPH-
AR estan etiologicamente ligados con el cancer cervical e introdujo nuevas perspectivas en
el campo del diagnostico que incluyen el uso de pruebas moleculares (hibridaciéon in situ,
amplificacion de sefial y Reaccion en Cadena de la Polimerasa). La deteccion precoz del
genoma de VPH y el desarrollo de vacunas profilacticas ofrece importantes alternativas de

control y prevencién del cCU 1Y),

La infeccion por VPH se identifica de forma directa, mediante la deteccion del genoma del
virus. El procedimiento aprobado Internacionalmente por Food and Drug Administration
de los Estados Unidos (FDA) y la Union Europea para la deteccion molecular del DNA
viral, es la Hibridacion directa ya sea en soportes liquidos (captura de hibridos, que incluye
sondas de alto riesgo para la deteccion de 13 tipos de VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 68). 0 soportes solidos (hibridacion in situ). EI método de hibridacion en
soporte liquido, tiene una sensibilidad clinica muy alta (1pg de DNA de VPH-16 o VPH-
18 por ml de muestra, el mismo que equivale a 100.000 copias por ml de muestra)**. Esta
prueba se aprob6 para ser utilizada conjuntamente con la prueba de Papanicolaou, y
deberia ser realizada de manera complementaria a una revision ginecoldgica para aumentar
la sensibilidad de una citologia para identificar de modo precoz y oportuno la presencia del
VPH. Asi mismo métodos moleculares basados en la amplificacion del genoma (PCR)
también son utilizados con oligonucle6tidos sintéticos especificos disefiados
principalmente para la regién L1, del genoma del VPH © 19,

En nuestro pais, la estrategia de diagnodstico y prevencién del CCU estan Unicamente

basados en la aplicacion de estudios citoldgicos y se quiere incluir pruebas moleculares

21



Carrera de Bioquimica/FCFB-UMSA Instituto SELADIS

para detectar de modo oportuno y reducir la incidencia de este virus. EI VPH se ve
reflejado en la alta prevalencia de CCU en nuestra poblacion que es coadyuvado con el
proyecto “Céncer de Cuello Uterino en mujeres Bolivianas: Estudio de Prevalencia de
tipos oncogénicos de VPH. Cooperacion (FIBEX y AECID — UMSA- FCFB)” con
financiamiento de la Agencia Espafiola de Cooperacion Integral para el desarrollo
(AECID) y la Universidad de El Che, Espafa.

En el presente trabajo planteamos la determinacion del Virus del Papiloma Humano de alto
riesgo oncogénico en mujeres que asisten a sus consultas ginecoldgicas del Hospital de la
Muijer, en la Ciudad de La Paz y del Hospital EI Torno en la ciudad de Santa Cruz. La
determinacion del VPH-AR se realizard con la aplicacion de tecnologia de ultima
generacion en el diagndstico de VPH a través del ensayo de captura Hibrida (hc2). Esta
tecnologia provee menor contaminacion cruzada debido a que amplifica la sefial de
deteccion, en lugar de amplificacion del genoma viral, o que permite un resultado con
validez clinica. El uso de este procedimiento avalado por maltiples estudios internacionales
que incluyen a cientos de miles de mujeres en todo el mundo y en la actualidad es la Unica
prueba con la aprobacion FDA de EE.UU y la UE ©®*2Y. Adicionalmente, para determinar
la importancia de VPH-AR 16 y 18 en nuestra poblacion, las muestras positivas por
hibridacién molecular seran tipificadas por PCR especificos. La presencia de genotipos de
VPH-AR en la poblacion, seré correlacionada con hébitos Socio Culturales que la literatura

establece como factores de riesgo de CCU.
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2. MARCO TEORICO
2.1 Virus del Papiloma Humano (VPH)
2.1.1 Generalidades

Desde la década del 70 se ha considerado directamente al VPH como el agente causal del
CCU, considerado en la actualidad el factor de mayor riesgo para el desarrollo de lesiones
preinvasivas o invasivas de cérvix y otros en region genital femenina y masculina, asi
como también en region anal, debido al conocimiento de su potencial oncogénico y la
asociacion con tumores humanos. Este virus despierta una creciente importancia en Salud
Publica y en la vigilancia epidemioldgica, por cuanto ha aumentado su frecuencia, sobre

todo en la poblacién sexualmente activa con inicio temprano de relaciones sexuales & & %

19)

Taxondmicamente el VPH pertenece a la familia Papovaviridae, incluida en el género
Papilomavirus, se caracteriza por ser causante de lesiones mucosas y cutaneas en humanos
y primates, infecta a la mayoria de los mamiferos y aves, existiendo una posible excepcion

con ratones de laboratorio © %16 22 23)

Los VPH que tienen afinidad por las células de la mucosa anogenital, son agentes de
transmision sexual mas comunes en hombres y mujeres a nivel mundial. Su persistencia es
considerada como el principal factor de riesgo para el desarrollo del CCU. No existen
datos precisos de la prevalencia o incidencia debido a la existencia de individuos

infectados que no presentan signos ni sintomas de la infeccién por VPH °,
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2.1.2 Estructura del virion

Virus DNA

S
protein

Figura Nro. 1. Estructura del Virus del Papiloma Humano. %

Son virus pequefios y sin envoltura, con un didmetro de 52-55 nm la cépside viral es
icosahédrica, organizada por 72 capsomeros, (60 hexameros y 12 pentdmeros). Cada uno
de estos capsomeros esta constituido por dos proteinas estructurales codificadas por el
virus, que se encuentran unidas por puentes de disulfuro, generando estabilidad de la
capside, La proteina mayor L1, responsable de la adherencia especifica del virus a la
célula, representa el 80% del total de la Capside y la proteina menor L2, en menor
proporcion que L1 y es contra estas proteinas que se dirige la respuesta inmune del

hUéSped (3,15, 23, 24, 25, 27, 40)

2.1.3 Genoma de VPH
El genoma de VPH es de doble cadena circular de DNA, aproximadamente 8Kpb,

organizada con 8 a 10 secuencias de lectura abierta (ORFs: Open Reading frames) la cual

es semejante para todos los VPH, asociado a proteinas tipo histonas. Los genes que
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codifican las proteinas, residen exclusivamente en una de las dos cadenas de DNA y se

constituyen en ORFs (14, 16, 19, 26, 27).

El genoma de VPH no codifica las enzimas necesarias para la replicacion del DNA vy la
transcripcion viral; por ello, tiene que utilizar el mecanismo celular para replicarse,
mediante sus tres proteinas de transformacion: E5, E6 y E7 @432 A efectos funcionales

puede dividirse el genoma en tres regiones:
2.1.3.1 La Region Reguladora

Denominada unidad reguladora superior no codificada, URR (upper regulatory regién) o
también unidad larga de control (LCR), que no tiene potencial para codificar proteinas, con
una longitud de 0,4-1 (Kb), encargada de funciones reguladoras del genoma, del control de
la transcripcion del DNA viral a traves de la transcripcion de los marcos abiertos de
lectura, a su vez esta region esta comprendida por secuencias promotoras, potenciadoras

(enhancers) y silenciadoras - 16:1%:26:27),
2.1.3.2 Zonas de lectura abierta (ORF) con dos regiones
a) LaRegion Temprana (Early) o de expresion precoz (segunda region)

Conformadas por varias secuencias E1, E2, E4, E5, E6 y E7, que se transcribe al inicio del
ciclo vital del virus y codifican las proteinas encargadas de la replicacion viral,
transformacion celular, y de la persistencia del DNA integrado en las células a las que
infecta. Las proteinas mas relevantes que participan en la replicacion viral son E1, E2. Las
que participan en el control transcripcional de la expresion genética E2, regulacion del
ciclo celular, participan en los procesos de transformacion celular E6, E7, y evasion de la

respuesta inmune E5 & 14.16:19.26) (Fjg 2y
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Los productos codificados por los genes E6 y E7, son de interés, ya que estos juegan un
importante papel en los mecanismos de transformacion celular, depende de estas proteinas
el potencial oncogénico. Estas proteinas codificadas por estos genes virales se unen a
proteinas celulares supresores de tumores p53 y pRb, respectivamente, causando
inactivacion de su funcién. Esta inactivacion explicaria, en parte, el rol que desempefiaria
los VPH en los procesos oncogénicos (4 16:19:26:27),

Estos genes se expresan en las células no diferenciadas de la mucosa, a través de un
promotor (Pg), de esta manera dara lugar a las proteinas virales tempranas no estructurales:
El, E2, E4, E5, E6 y E7, dicha expresion de estas proteinas, esta regulada por factores

celulares especificos y a su vez por las proteinas virales ‘41619 26:27),

Oncogenes virales

Region control

8000/0

:
&L
Poli-A (tardios) i

uopoed|dey

Proteinas de la capside

Estimulo de crecimiento

FiguraNro. 2. Esquema del mapa gendémico del VPH 16. Estructura
aproximadamente 8.000 pares de bases, destacando una region temprana
(E), una regidén tardia (L), una region larga de control (LCR) y 8

regiones de lectura abierta (ORF) **°
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b) La Region Tardia (Late)o de expresion tardia (tercera region)

Contiene los ORFs de las proteinas L1 y L2, que constituyen la capside viral'*. Los genes
de expresion tardia se expresan en la capa escamosa madura del epitelio cervical a partir

de un promotor tardio (P.) para sintetizar las proteinas estructurales de la capside viral **

16, 19, 26, 27)

2.1.3.3 Funcion de las proteinas virales
a) ProteinaEl

Proteina multimérica, con secuencia altamente conservada entre los diferentes genotipos
VPH. Controla la replicacion episomal del DNA, mientras que ésta se encuentre completa
y funcional se produce una replicacion normal de la célula huésped, evitando la integracién

del DNA viral al genoma celular (4 24 3133)

b) Proteina E2

Proteina dimérica, que posee la capacidad de reprimir o activar los promotores virales. E2

proteina reguladora de la transcripcion y de la replicacion virica. 4 323%.%8),

c) Proteina E4

Se expresa s6lo en células ya diferenciadas, se cree que esta proteina induce los cambios
coilociticos en células epiteliales, la ruptura de redes citoqueratina, lo que permite la
liberacion de los viriones y también participa en el detenimiento del avance del ciclo

celular en fase G2 del ciclo celular ¢4 2432 33),
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d) Proteina Ll

Proteina mayor de la capside, 57 kDa, permite la adherencia especifica a la célula huésped
(14, 31, 32)

e) Proteina L2

Es una proteina de 78 kDa, es el componente menor de la capside viral. La formacion de
una particula viral requiere el ensamblaje de las proteinas L1 y L2 para formar una

estructura proteica cuya funcién es proteger el genoma viral 4 24 31.58)

2.1.3.4 Proteinas virales con potencial oncogénico
a) Proteina E5

Proteina pequefia que se une a la membrana intracelular, especificamente a la ATPasa
vacuolar (v-ATPasa) e inhibe la acidificacion endosomal en los queratinocitos humanos.
Esto impide la degradacion del receptor del factor de crecimiento epidermal (ECFR),
potenciando su reciclamiento a la superficie de la célula, al amplificar la sefial del factor de
crecimiento de la célula. La vacuola eucariota es un organelo central que interviene en
numerosos procesos celulares como: la internalizacion ligando-receptor, transporte de
proteinas recién sintetizadas en el reticulo endoplasmico, en la homeostasis de iones. La
actividad de la ATPasa es acidificar el lumen vacuolar, esto es necesario para que se lleven
a cabo de manera adecuada los procesos que tienen lugar en este organelo celular. E5
inhibe el procesamiento de péptidos antigénicos, alterando la presentacion de antigenos a
las células del sistema inmune. La alteracion de las actividades de la ATPasa por la
proteina E5 del VPH puede tener efectos importantes sobre el crecimiento, la respuesta a

sefiales extracelulares, la produccion y el procesamiento de proteinas recién sintetizadas
24, 32, 33, 58)
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b) Proteina E6

E6 es una proteina de 151 aminoacidos que realiza maltiples acciones: interfiere en varias
vias celulares, crean un ambiente favorable para la replicacion viral y neutralizan los
sistemas de control del ciclo celular. E6 bloquea la apoptosis dependiente de p53 y
promueve su degradacion. La E6 inactiva a p53 al integrarse al genoma. La célula no
detiene su ciclo ante dafio sufrido en el DNA, tampoco se induce la apoptosis para eliminar
a las células alteradas, lo que genera inestabilidad genética y permite acumular alteraciones
en diversos genes. E6 inhibe la diferenciacion y la senescencia celular al estimular la
inmortalizacion ¢ * 33133 E6 también interfiere con el sistema inmune, debido a la unién
con el IRF-3 (induce la progresion apoptosis) evitando su activacion y capacidad para
inducir la muerte celular. Estas interacciones de E6 con las diferentes proteinas del sistema
inmune, dan como resultado una inhibicion de la apoptosis y una persistencia del virus en

la célula huésped, factor importante para el desarrollo de CCU ©* 3759,
c) Proteina E7

Es una Proteina nuclear de 18 kDa conformada por tres dominios CD1, CD2 y CD3 por los
que interactlan con una variedad de proteinas celulares, incluyendo al producto del gen
supresor de tumor del retinoblastoma (pRb), que es el principal regulador negativo del
ciclo celular en la transicion de la fase G1 a S. EI extremo amino de E7 interacciona con
sus proteinas blanco, muchas de las cuales son importantes reguladores del ciclo celular,
E7 se une a la proteina Rb, (regula negativamente la progresion del ciclo celular). La
interaccion de E7 con Rb provoca la liberacion de los factores de transcripcion necesarios
para la progresion del ciclo celular a la vez asociado a la activacion de los complejos
quinasas dependientes de ciclinas (cdks/ciclinas). Estas interacciones son las que
desregulan el ciclo celular, potencializan la proliferacion, la inmortalizacion y finalmente
provocan la transformacion de la célula ®®. Varios estudios también reportaron la

capacidad de E7 de inhibir la apoptosis en queratinocitos. Uno de los mecanismos méas
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conocidos es el que se relaciona con su capacidad para producir una desregulacion de E2F,

a través de su interaccién con pRb @2 3759

2.1.3.5 Funcion de los blancos celulares de las proteinas virales p53, pRb (Fig.4)

Segun bibliografia las proteinas virales E6 y E7 tienen varios blancos celulares, pero los

mas conocidos son las proteinas supresoras de tumores p53 y Rb respectivamente.

& L —
@& ~ ®
53 Mitosis RE
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Figura Nro. 3. Ciclo celular ?

e Proteina p53

Denominada el “guardian del genoma” su funcion consiste en controlar la progresion del
ciclo celular monitoreando la integridad del DNA. La concentracion de p53 en la célula es
normalmente baja pero cuando la célula es sometida a estrés o el DNA sufre dafio, p53
aumenta su concentracion en la célula, al disminuir su tasa de degradacion. Una vez
detectado el dafio, p53 actiia como factor de transcripcion induciendo la expresion de genes
necesarios para reparar el dafio, asi como proteinas encargadas de generar un paro en la
progresion del ciclo celular como p27 y p21. Estas proteinas se encargan de regular

negativamente el ciclo celular al bloguear a los complejos ciclinas/cdks. El paro en el ciclo
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celular tiene como finalidad dar tiempo a la célula de que el dafio sea reparado, pero si este
dafio no es susceptible de reparacién, p53 induce la apoptosis. De esta forma p53 impide

que se acumulen mutaciones que podrian llevar a la transformacion celular & 14 333557,

e Proteina pRb

Esta proteina cumple un papel importante en el control de la division y la diferenciacién
celular. Esta proteina secuestra factores de transcripcion como E2F y DP1 los cuales son
necesarios para la progresion del ciclo celular y solo se regula por fosforilacion. Asi la
proteina (pRb hipofosforilada) se encuentra activa secuestrando a los factores de
transcripcion E2F y DP1 que al no estar disponibles, generan un paro en el ciclo celular.
Cuando la célula recibe sefiales mitogénicas, el complejo cdk/ciclinas se encarga de
fosforilar a la proteina Rb, (pRb hiperfosforilada) inactivandola, liberando asi a los factores

de transcripcion necesarios para que el ciclo celular contingie & 1430:33:5)

Oncogénesis por VPH (a).
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INMORTALIZAN LA CELULA ACTUANDO SOBRE
EL CICLO CELULAR
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Figura Nro. 4. Mecanismos de oncogénesis. Regulacion del ciclo celular.®

2.1.4 Clasificacion de VPH
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Los Papilomavirus son una familia extensa de virus que causan varias enfermedades
proliferativas. Han sido clasificados en base a la especie que infectan; su tropismo celular,
la homologia en su secuencia nucleotidica del gen L1 (la region mas conservada del
genoma viral) y en base a su potencial oncogénico, siendo ésta la mas importante

caracteristica desde al punto de vista clinico ¢ 2”39,

2.1.4.1 Clasificacion del VPH segun riesgo oncogénico

A la fecha se ha descrito mas de 100 genotipos virales de los cuales 40 se han aislado de
lesiones intraepiteliales del tracto genital inferior y entre 15 a 20, de carcinomas. De
acuerdo a estudios realizados, se vio que los genotipos virales cuyas proteinas E6 y E7
tienen baja afinidad por sus blancos celulares tienen bajo poder oncogénico, por esto se
agruparon como VPH de bajo riesgo (VPH-BR) y los genotipos virales cuyas
oncoproteinas tienen gran afinidad por sus blancos, son potencialmente oncogénicos,
denominandolos VPH de alto riesgo (VPH-AR) ®* 3% 3D Dpe acuerdo con esto, La
organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Agencia Internacional para la Investigacion

en Cancer (IARC) %, los clasifica en virus de bajo riesgo y alto riesgo oncogénico.
a) VPH de Alto Riesgo

En este grupo, los VPH mas importantes y frecuentes son los genotipos 16 y 18, siendo
responsables de mas del 70% de los canceres cervicales. Este grupo de alto riesgo causa la
mayoria de canceres invasivos de vagina y ano (70-90%), un 40% de los canceres de vulva
y pene, un 35% de los canceres de orofaringe y un 25% de los canceres de la cavidad
oral*%. Siendo estos VPH-AR : 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73y 82 .
Los genotipos 26, 53 y 66 deben considerarse probables carcindgenos 13" 38 3940

b) VPH de Bajo Riesgo
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Estos pueden causar cambios benignos en células cervicouterinas, son responsables de las
verrugas genitales o condilomas acuminados o crestas de gallo, papilomas laringeos en
nifios y jévenes, pero rara vez, en asociacion con canceres invasivos. Se conoce a los VPH
6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 69, 70, 71, 72, 81. De estos, los mas frecuentes a nivel

mundial son VPH 6 y 11 que se encuentran con mayor frecuencia en las verrugas genitales
(11, 18, 38, 39, 41)

2.2 Cancer Cervical

2.2.1 Cancer

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por un crecimiento y una propagacion
descontrolada de células anormales en el cuerpo, el resultado es, un clon de células que
termina formando una masa denominada tumor, estos pueden ser benignos o malignos. La
formacion de este tumor obedece a cambios en el material genético (DNA) de células
somaticas. Entre estos cambios, la alteracion de genes preexistentes a oncogenes es el mas
importante. Los productos de los oncogenes son los causantes del crecimiento celular
inapropiado, por lo que queda claro que la alteracion del DNA parece ser la clave de la
induccion del Cancer % *249_ Debido a que la acumulacién de las células tumorales ocurre
lentamente, la deteccidn clinica de un tumor ocurre generalmente después de un periodo de
latencia de varios meses o afios. El cancer se desarrolla como un proceso de etapas
maultiples, el cual requiere de la presencia de varias alteraciones genéticas que bloquean
tanto los mecanismos normales de control de proliferacion celular, como de la apoptosis.
Por lo tanto el desarrollo del cancer constituye un proceso multifactorial.

Entre los factores que pueden desencadenar un proceso tumoral se encuentran los
bioldgicos (virus, hormonas), compuestos cancerigenos (hidrocarburos aromaéticos del
tabaco, nitrosaminas, amidas, asbestos, etc.), fisicos (radiacion gamma, UV, etc.) y en
general cualquier agente que dafie el DNA 'y por lo tanto, altere los genes. El hecho de que

el cancer se considere como una enfermedad multigénica se fundamenta en varias
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observaciones que incluyen la predisposicion hereditaria, la alta frecuencia de alteraciones
cromosdmicas en las células cancerosas, la relacion entre el potencial mutagénico de
algunas sustancias y su carcinogenicidad y por ultimo, la alta frecuencia de alteraciones en
genes involucrados en el control de la proliferacion celular. Los genes relacionados con el
cancer frecuentemente son aquellos involucrados en el control del ciclo celular: los

oncogenes Y los genes supresores de tumor G 4344,

El CCU empieza en las células basales del epitelio del cuello uterino. Diversos estudios y

observaciones realizados indican que la etiologia del CCU es multifactorial.
2.2.2 Carcinogénesis del CCU

La primera etapa de la carcinogénesis, corresponde a la “fase de induccion” que se
caracteriza por la iniciacion debida a factores externos (quimicos, virus, etc.) y/o factores
internos (hormonas, condicion inmunoldgica y mutacion genética), que producen
alteraciones, generalmente irreversibles, en las células del organismo. La segunda etapa:
promocién, fenémeno reversible, consecuente con la iniciacion del proceso neoplésico
complementado por la exposicion crénica a factores promotores y podria presentarse como
consecuencia de la expresion genética. La fase de progresion de la enfermedad, que se
caracteriza por el crecimiento y proliferacién descontrolada de la masa celular y eventual
infiltracion de las estructuras donde asienta el tumor y se produce diseminacion

metastasica del mismo *2.

El CCU, en paises en desarrollo es un problema de la salud publica, ya que en estos paises
ocurre un 83% del medio millén de casos de CCU que se diagnostica anualmente en el

mundo (1,2,30, 45).

El CCU es una enfermedad neoplasica maligna que se inicia con cambios intraepiteliales

en el cuello uterino y cuya progresion natural lleva a la muerte. Aldn cuando el
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conocimiento de la enfermedad es incompleta, los estudios realizados han mostrado que la
mayoria de estos tumores tienen una progresion gradual y sus lesiones precursoras pueden
mantenerse en fase reversible o in situ por varios afios en la mayoria de las pacientes. Se
encontrd una evolucién progresiva mas rapida en mujeres de mayor edad que en las mas
jovenes. El cancer cervical es el estadio final de un conjunto de alteraciones epiteliales,
progresivamente cada vez mas atipicas, en las que un estadio da lugar al siguiente de

manera imperceptible % %%,

La etiologia del CCU se asocia a varios factores de riesgo, al igual que muchos otros
canceres se desarrolla como resultado de mdltiples alteraciones genéticas, epigéneticas e
inmunoldgicas; adicionalmente otros factores como la interaccion entre medio ambiente y
célula pueden facilitar la promocion de los procesos de transformacion neoplasica. Una de
dichas interacciones la constituye la infeccion con el virus del papiloma humano (VPH)
considerado, el principal factor de este tipo de cancer. Numerosos estudios
epidemiologicos establecieron la relacion causal entre la infeccion viral y el desarrollo de
neoplasias de cuello uterino. EI VPH es una causa necesaria pero insuficiente para el

desarrollo de carcinomas invasivos de cuello uterino “* *7,

2.3 Cuello uterino o cérvix
Es una frontera de epitelios, uno plano y otro cilindrico que se modifica a lo largo de la
vida: con el desarrollo sexual, con el ciclo menstrual, con el embarazo, con el parto, el
postparto y la menopausia. Ademas es una zona susceptible a la infeccién por
microorganismos y por consiguiente sujeto a procesos inflamatorios y oncogénicos.

2.3.1 Anatomia cervical

» El cuello uterino o cérvix, conecta el Gtero con la vagina.

35



Carrera de Bioquimica/FCFB-UMSA Instituto SELADIS

» Durante la menstruacion, la sangre fluye desde el utero por el cérvix hacia la
vagina. La vagina conduce al exterior del cuerpo®.

» Las células del epitelio endocervical cilindrico simple, secretan mucus, durante la
relacion sexual, el mucus ayuda a los espermatozoides a desplazarse desde la
vagina por el cérvix hacia el interior del Gtero, ademas impide que gérmenes
procedentes de la vulva, vagina, exocérvix asciendan a los 6rganos sexuales
internos *°. Durante el embarazo, el cérvix se encuentra fuertemente cerrado para
ayudar a mantener al bebé dentro del utero. Durante el parto, el cérvix se abre para
permitir el paso del bebé por la vagina “® 9,

Utero Trompa de Falopio

Cuello uterino

Figura 5. Aparato Reproductor Femenino ™

» Constituye la parte més baja del Gtero, tiene una longitud de 2,5a 3 cm, y 2.5cm
de ancho, se continda hacia arriba con el cuerpo uterino (5 cm.) y hacia abajo con la
vagina. Se puede decir que tiene forma cilindrica. Su forma cambia tras la

gestacion “¢48).
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En el cérvix se distinguen dos partes: Una interna que se denomina Endocérvix y que
constituye un canal que se dispone entre la cavidad uterina, y otra externa, orientada hacia

la vagina, que se denomina Exocérvix “° %8

Ademas de su topografia, ambas partes presentan diferencias morfoldgicas y funcionales a

nivel de su mucosa, siendo su estroma similar.

2.3.2 Estroma cervical

Tanto a nivel del endocérvix como el exocérvix el estroma sobre el que descansan los
epitelios es de tipo conectivo denso, rico en fibras de coladgeno, con presencia de fibras
elasticas y fibras musculares lisas siendo estas Gltimas mas abundantes en la porcion
superior, donde se contintan con las fibras musculares del miometrio, y muy escasas en la
porcion mas distal. Todo esto le confiere una consistencia firme y elastica. La proporcion
entre los componentes varia con la edad, de tal manera que en mujeres post- menopausica

predomina el tejido denso, confiriéndole al cérvix un aspecto fibroso y duro “®*®,

2.3.3 Epitelio cervical
2.3.3.1 Exocérvix o Ectocérvix
El exocérvix continta desde el orificio cervical externo hacia la vagina (la porcién que se
ve al colocar correctamente el espéculo, como también al realizar una colposcopia, que se

denomina hocico de tenca o exocérvix). Esta revestido en gran parte por epitelio escamoso

estratificado no queratinizado que contiene glucdgeno, que se continda con el de la vagina
(46, 48)
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Crificio Ext

Mucosa Glandular

nion Escamocolurmnar

Epitelio Escamoso

Figura Nro. 6. Exocérvix o Ectocérvix *°

La arquitectura histoldgica del epitelio escamoso del cuello uterino presenta, en el fondo,
una Unica capa de celulas inmaduras denominada Capa Basal o estrato germinativo estas
celulas basales presentan ndcleos grandes de coloracion oscura y poco citoplasma,
cercanas a la membrana basal. Las células basales se dividen y maduran para formar la
siguiente capa celular, llamada Capa Parabasal, que también tienen nucleos relativamente
grandes y oscuros, y citoplasma basofilo. Estas células siguen diferenciandose vy
madurando hasta constituir capas intermedias de células poligonales con citoplasma
abundante y nudcleos redondos pequefios que forman un entramado como una cesta, estas
corresponden a la Capa Escamosa o estrato espinoso. Al proseguir la maduracion, se
forman las células grandes y sensiblemente planas, de ndcleo pequefio, denso y picnético
y citoplasma transparente, que corresponden a la Capa Superficial o Estrato Corneo
(granuloso). En términos generales, de la capa basal a la superficial, estas células

aumentan de tamafio mientras se reduce el de su nucleo “& %Y,
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Figura Nro. 7. Epitelio escamoso estratificado *®

Las células de las capas intermedias y superficial contienen glucdégeno abundante en su
citoplasma, es signo de maduracién normal y de desarrollo del epitelio escamoso, que se
tifie intensamente de color pardo-caoba o negro tras aplicar la solucién yodo yodurada de
Lugol con &cido peryodico de Schiff en los cortes histolégicos. La maduracién anormal o
alterada se caracteriza por la ausencia de glucogénesis. La maduracion del epitelio
escamoso del cuello uterino depende de la presencia de estrdégeno, la hormona femenina.
En ausencia de estrogeno no se producen maduracion ni glucogénesis totales. En
consecuencia, despues de la menopausia, las células no maduran mas alld de la capa
parabasal y no se acumulan en capas multiples de células planas. El epitelio se vuelve
delgado y atréfico. A la inspeccion visual aparece palido, con manchas petequiales

subepiteliales, por ser muy propenso a los traumatismos ¢ 85,

2.3.3.2 Endocérvix
Posee una forma ligeramente cilindrica dejando en su interior un canal estrecho menor de

un centimetro de didmetro. El endocérvix aun se estrecha mas en sus porciones superior e

inferior, zonas denominadas: orificio cervical interno y externo, respectivamente ¢ %),
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Figura Nro. 8 Estructura Endocérvix *°

La mucosa Endocervical normal consiste en una zona arborescente formada por hendiduras
y tabulos que se invaginan en el estroma, y que inicialmente se pensé que eran glandulas

por su aspecto en las secciones histoldgicas 58

El endocérvix esta revestido por un epitelio cilindrico simple. Compuesto de una unica
capa de células altas, con nlcleos oscuros, cerca de la membrana basal. Con células
epiteliales mucosas y algunas ciliadas interpuestas en la parte superior del cérvix. Este
epitelio cubre la superficie de la mucosa y reviste sus pliegues, hendiduras y tubulos (46, 48,
Y Por tratarse de una Unica capa celular, su altura es mucho menor que la del epitelio
escamoso estratificado del cuello uterino. A la inspeccion visual su color es rojizo, pues
una sola y delgada capa celular permiten que aparezca la coloracion de la vascularizacion
subyacente del estroma. Cubre una superficie variable del exocérvix segun la edad, el

namero de partos y el momento hormonal de la mujer, fecunda o menopausica.
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Figura Nro. 9. Epitelio y Criptas Cilindricos *®

El epitelio cilindrico no forma una superficie aplanada en el conducto cervical, sino que
forma pliegues longitudinales multiples que sobresalen en la luz del conducto, dando lugar
a proyecciones papiliformes. También forma invaginaciones en el estroma cervical, dando
lugar a la formacidn de criptas endocervicales. Las criptas pueden llegar a tener entre 5y 8
mm desde la superficie del cuello uterino. Esta arquitectura compleja, con pliegues
mucosos Y criptas, da al epitelio cilindrico una apariencia granular a la inspeccion visual.
En el epitelio cilindrico no se produce glucogénesis ni mitosis, debido a la falta de
glucogeno citoplasmatico, el epitelio cilindrico no cambia de color tras aplicacion de
(46, 48, 50)

Lugol, o retiene una leve capa de la solucion yodo yodurada

2.3.3.3 Union Escamoso-cilindrica (UEC) y zona de transformacion

Mas del 90% de los casos de CCU se desarrollan en la zona de transformacion (union

escamo-columnar), que se define como el sitio de unidn entre el epitelio cilindrico simple
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que recubre el canal endocervical y el epitelio escamoso estratificado que recubre el

exocérvix’.

Trompa =
de Falopio

Zona de transformacion
donde pueden aparecer
Jas celulas anormales—
4 2T

Figura Nro. 10. Zona de Transformacién

La union entre el epitelio mucoso del endocérvix y el escamoso del exocérvix

normalmente se localiza a nivel del orificio cervical externo. La localizacién se modifica a
(46, 48)

lo largo de la vida de la mujer

Epitelio escamoso original

Unidon escamoso-cilindrica original

Epitelio escamoso metaplasico

Epitelio cilindrico
OCE

Nueva unidon escamaoso-cilindrica

Zona de transformac ion

Figura Nro. 11. Zona de Transformacién
La influencia de las hormonas sexuales en la pubertad promueve la eversion del epitelio
mucoso endocervical hacia la vagina, formando lo que se denomina ectropién. La acidez
existente en la vagina (como consecuencia de la degradacién del glucogeno del epitelio
escamoso vaginal y exocervical por parte de los bacilos de Ddderlein) origina un cambio
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en la diferenciacion de las células de reserva del epitelio endocervical de esta zona,
transformandose en escamoso. Esto implica la existencia de lo que se denomina zona de
transformacion, que se localiza entre el restante epitelio mucoso endocervical y el
primitivo epitelio escamoso exocervical. En los estadios precoces, este epitelio
regenerativo esta constituido por células epiteliales diferenciadas y pobres en glucégeno
pero posteriormente, cuando madura de forma completa, resulta imposible distinguir el

epitelio escamoso metaplasico y regenerativo del epitelio exocervical primitivo adyacente
(48,50)

Esto conlleva que la union escamo-columnar existente antes de la pubertad no sea la
misma y, ademas, en mujeres mayores esta union tiende a desplazarse hacia dentro del
canal endocervical. A menudo en este proceso se ocluyen los orificios de las glandulas
endocervicales con lo que el moco se queda retenido y las glandulas se dilatan y se hacen

quisticas, denominandose quistes de Naboth.

Epitelio escamaso
original

Zona
acetoblanca
indicativa
de displasia

UEC original

Metaplasia escamosa
madura

incipiente S~

Figura Nro. 12. a) Diagrama esquematico de la zona de transformacion normal; b)
Diagrama esquematico de la zona de transformacion anormal o
atipica, con displasia

La importancia biologica de esta zona de transformacion radica en su sensibilidad a
infectarse por determinados tipos de virus (como el VPH). Cuando existe transicién entre
epitelios se mostrara al colposcopio como una linea que tras la aplicacion del acido acético

es ligeramente blanca y tras el Lugol es ligeramente color pajizo “3°%,
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2.3.3.4 Ectropion
epitelio cilindrico endocervical hacia el

El ectropién se define como la eversion del
exocervix. Se presenta como una zona rojiza en el exocervix que rodea el orificio externo
(48.50) | 3 eversion del epitelio cilindrico es un proceso normal, fisiolégico, en la vida de

|

una mujer.
UEC original
Epitelio / Eiteli
Ectropion  Orificio cilindrico / pitelio
cervical \ / escamo
\ / original

externo

Figura Nro. 13. Ectropién

2.4 Nomenclatura citopatoldgica e histopatoldgica de las lesiones cervicales

preneoplésicas y neoplasicas.
Durante los ultimos afios se han utilizado diferentes nomenclaturas citologicas para

denominar las lesiones intraepiteliales escamosas cervicales. Esta denominacion ha ido
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cambiando en relacion con el incremento de conocimientos, morfologicos, evolutivos,
etioldgicos, carcinogenéticos, sobre todo bioldgicos. Por otro lado, y a excepcion de la
clasificacion numérica de Papanicolaou, la clasificacion citoldgica ha ido siempre ligada

de forma estrecha a la clasificacion histolégica “* 9 60 61.62)

Con la progresiva introduccion de la citologia y biopsia se vio que el espectro de
anomalias del epitelio cervical era mucho mas amplio, siendo frecuentes otros cambios
epiteliales menos severos que el cancer in Situ (CIS). En 1949, Papanicolaou introduce los
términos de “displasia” en histopatologia y “discariosis” en citologia para designar dichos
cambios. En 1961, en el Primer Congreso Internacional de Citologia celebrado en Viena,
se acuerda que los términos para designar citolégicamente las tres lesiones cervicales
mayores sean: “carcinoma invasor, carcinoma in situ y displasia”. Esta ultima fue
graduada como leve, moderada, y severa o grave, a las que habria que afiadir el CIS ya

definido ©° %9,

La clasificacion, utilizada tanto en material histolégico como citoldgico, tuvo dos
problemas fundamentales; por un lado, el gran desacuerdo respecto a cuando una lesién
debia ser considerada displasia grave o CIS, y por otro, el que muchos clinicos asumian
que el CIS y la displasia eran dos lesiones biolégicamente distintas e independientes, con
distinto potencial maligno, no requiriendo tratamiento las lesiones displésicas. Para
solventar estos problemas Richart (Nueva York), en 1967, propuso el término de neoplasia
intraepitelial cervical (NIC-CIN) con tres grados progresivos, incluyéndose en el grado
3 la displasia grave y el CIS de la clasificacion anterior. La ventaja principal, sobre esta, es
el reconocimiento de la unidad del proceso patolégico lo cual conlleva una relacion con las
técnicas terapéuticas. Esta clasificacion ha sido considerada bastante adecuada durante mas
de 20 afios y por lo tanto la mas utilizada internacionalmente. Sin embargo, un nimero
creciente de publicaciones sefialaron el hecho de la baja seguridad diagnostica, tanto en
material cito como histologico, en la parte menos severa del espectro. Se sugirio, por lo

tanto, que este sistema, debia ser modificado y sustituido por un sistema binario que
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segregara los procesos con atipia celular muy discreta de aquellos con atipia franca “* %%
61, 62)

2.4.1 Terminologia actualmente utilizada

Las razones expuestas anteriormente, junto con los avances en el conocimiento de la
carcinogénesis cervical y la citologia, motivaron una reunidon de representantes de
organismos internacionales, cientificos y profesionales, en el Instituto Nacional del Cancer
de Estados Unidos en Bethesda (Maryland). Fruto de dicha reunion fue un nuevo sistema
de nomenclatura para informes citoldgicos ginecoldgicos (Sistema o Clasificacion
Bethesda) y se adoptd recomendaciones que la experiencia general acumulada aconsejaba.
La parte fundamental de esta nueva clasificacion fue la elaboracion de un sistema binario
para catalogar las anormalidades celulares preneoplasicas en el extendido citoldgico,
nombrando asi, lesiones intraepiteliales escamosas (LIE) clasificadas en dos categorias:
de alto grado (LIE-AG) y bajo grado (LIE-BG) 425 60.61.62)

El término «alto grado» incluye el CIN 2 y CIN 3 de la clasificacion de Richard, y el
término «bajo grado» el CIN 1y las alteraciones celulares producidas por Papilomavirus

(VPH). Esta clasificacion fue difundida en 1988, modificada en 1991 y actualizada en
2001 (14, 25, 30, 41, 59, 60)

Aparte de los datos de identificacion y de localizacion de la toma de muestra, la
clasificacion Bethesda en su version de 2001 tiene los siguientes apartados respecto a las
lesiones cervicales:

24.1.1 Calidad de la muestra

El Sistema Bethesda recomienda que el informe citolégico deba empezar con una

referencia a la calidad de la muestra. Esta puede ser: a) satisfactoria para su evaluacion, o
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b) no satisfactoria para su evaluacion. La muestra satisfactoria para su evaluacion debe
incluir un minimo de células escamosas para su evaluacion, con preservacion adecuada,
para su correcta visualizacion. Por otro lado, una muestra citologica dptima deberia incluir
representacion de la zona de transformacion endocervical, aunque su ausencia no convierta

la muestra en “no satisfactoria”, es un indicador de calidad destacable (€0, 62)_

2.4.1.2 Negativo para lesiones intraepiteliales o malignidad

Se utiliza esta categoria cuando no hay evidencia de neoplasia, independientemente de si se
observan o no microorganismos u otros hallazgos no neoplasicos. Los cuales pueden ser

sustituidos por estas categorfas ©* 419

a) Dentro de los limites normales

b) Cambios celulares benignos

c) Cambios reactivos (inflamacion, cambios por DIU)

d) Reporte de microorganismos; cambio en la flora sugestivo o indicativo de

vaginosis bacteriana % 4159,

2.4.1.3 Terminologias para Ceélulas Escamosas Atipicas (ASC)

a) Atipia escamosa de significado indeterminado (ASC-US)
ASC-US son las siglas de “Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance” o
células escamosas atipicas de significado indeterminado o incierto. ElI término fue

introducido para intentar acotar con mas precision la «zona gris» entre los cambios

celulares benignos y la lesion intraepitelial, por lo que la catalogacion de un proceso como
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ASCUS se realiza por exclusion. Es decir, los cambios observados pueden deberse a un
proceso benigno, pero intenso, 0 a una lesién potencialmente grave; por lo tanto, y debido
a que no pueden ser inequivocamente clasificados, son interpretados como de significado
indeterminado o incierto, e insuficientes para clasificarlos con seguridad como LIE. Como
se puede deducir de la definicidn, esta categoria no es reproducible. No obstante, se ha
comprobado que un 10 a 20% de casos de ASCUS corresponden realmente a una lesién
intraepitelial, incluso de alto grado, que no se ha puesto en evidencia en el extendido
citologico, por lo que eliminar el término no parece prudente. Todos estos datos han sido
contemplados en la versién 2001 de Bethesda en la que el término ASCUS pasa a ser
definido como «alteraciones citologicas sugestivas de una lesion intraepitelial pero

insuficientes para una interpretacion definitiva (4 0 4% %9.60),
b) Atipia de células escamosas, (ASC-H)

Esta denominacion se refiere a los casos en que las alteraciones celulares son en células de
tamafio similar a las células metaplésicas y que son sugestivas, pero no concluyentes, de

una lesion intraepitelial de alto grado.

Las nuevas pautas de diagndstico y tratamiento elaboradas por la Sociedad Americana de
Colposcopia y Patologia Cervical (ASCCP), recomiendan, para las pacientes con ASCUS,
un seguimiento distinto al recomendado para las que tienen ASC-H. Se recomienda
efectuar la prueba de DNA del VPH oncogénico (de alto riesgo) en los casos de ASC-US
cuando puede efectuarse junto con la citologia, pero también es aceptable volver a realizar
el examen citolégico y una colposcopia inmediata. Por el contrario, para los casos de ASC-
H se recomienda efectuar una colposcopia. Respecto de las pacientes que presentan ASC-
H tras una colposcopia que no confirma un diagndstico histoldgico de CIN Il ni una lesion
de mayor grado, el tratamiento debe ser realizado sobre la base de todos los hallazgos

anatomopatoldgicos y clinicos (4 3041 59.€0)

48



Carrera de Bioquimica/FCFB-UMSA Instituto SELADIS

c) Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LIE-BG)

Los cambios de células escamosas asociados a la infeccion por VPH abarcan la displasia
leve y el CIN I. Puesto que estas lesiones comparten tipos similares de VPH, y su
comportamiento bioldgico y su tratamiento clinico son similares, esta justificado emplear
un solo término, LIE-BG, para describirlas. Recomiendan efectuar una colposcopia como
primera medida en los casos de LIE-BG. Las pruebas para la detecciéon de VPH
probablemente sean de utilidad para detectar la persistencia de la infeccion viral de alto

riesgo en las pacientes que tienen lesion intraepitelial 30 4159
d) Lesidn intraepitelial escamosa de alto grado (LIE-AG)

La mayoria de pacientes que tienen un resultado citologico de LIE-AG tienen lesiones de
CIN I1 o Il confirmadas mediante biopsia dirigida por imagen observada en el momento
de la colposcopia. Recomiendan que, si no se identifica ninguna imagen de CIN mediante
biopsia en una paciente con una interpretacion citologica de LIE-AG, es preciso, tras la
revision del material citoldgico e histologico, efectuar un procedimiento diagndstico por

escision 4 304D,

e) Carcinoma escamoso

Se define como un tumor maligno invasor con diferenciacién escamosa. El Sistema
Bethesda no subdivide el carcinoma de células escamosa en queratinizantes y no
queratinizantes. Aungue existen criterios citologicos para su identificacion, a menudo estas
entidades no son distinguibles con facilidad, ya que pueden coexistir en un mismo

extendido citolégico 4305°62),
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f) Anomalias epiteliales glandulares

El estudio citoldgico cervical es principalmente un estudio de cribado en busca de lesiones
escamosas intraepiteliales. Su sensibilidad para detectar lesiones glandulares esta limitada
por problemas relacionados con la obtencién de la muestra y su interpretacion. Los
hallazgos glandulares atipicos deben clasificarse, siempre que sea posible, segun la estirpe
celular de origen, endocervical o endometrial. El seguimiento de las muestras citolégicas
interpretadas como “atipias glandulares” demuestra que se identifican lesiones de alto
grado en un 10 a un 40% de los casos, y que éstas son escamosas (CIN Il o 11l) con mas

frecuencia que glandulares > *1-°9 %0.61),

2.5 Patogenia de las Infecciones y desarrollo de CCU por el VPH

El carécter oncogénico del VPH se debe a que carece de DNA y ARN polimerasas
requeridas para el ciclo viral, por lo que debe integrar su genoma al de la célula huésped e
inducir a un estado proliferativo para la produccién de proteinas de replicacién. En una
infeccion tipica, la penetracion del virus en las células de la capa basal se facilita por la
presencia de microtraumas en la capa superficial del epitelio. EI virus expresa proteinas
tempranas, tomando el control de la maquinaria de proliferacién celular y produciendo la
propagacion del genoma viral. En este punto la viremia no es detectable pues las células
blanco son los queratinocitos diferenciados que estan destinados a descamarse en el estrato
superficial del epitelio, donde las lesiones producidas no van acompafiadas de inflamacion
(305459 | a infeccion de VVPH establece un periodo de incubacién que oscila entre 6
semanas a 2 afios, aunque este aspecto no esta totalmente aclarado, viéndose expuestas las
células de la capa basal a la entrada de las particulas virales. Una vez que ingresa el virus,
su ciclo depende de la diferenciacién de la célula, aprovechando la maquinaria celular para

su replicacion y propagacion viral ©¢740-3% 59,
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Se puede hablar de infeccion productiva, a la expresion de los genes tempranos que se dan
en las capas basales y parabasales, y de los genes tardios en las capas superficiales,
paralelamente a la maduracion del epitelio cervical, dando lugar a la produccion de
particulas infecciosas. Una infeccion es latente (persistente) cuando el genoma viral
permanece en el nucleo de las células de la capa basal replicAndose como un plasmido
estable (episoma) pero sin la produccion del virus infeccioso. Sin embargo por la
influencia de ciertos factores enddgenos y exdgenos desconocidos, esta latencia evoluciona

a infeccion productiva % %4054,
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Figura Nro. 14. Ciclo de Replicacion Productivo del VPH **

En las células basales se da la transcripcion de los genes tempranos y en las células
diferenciadas del estrato superficial se expresan los genes tardios (L1, L2) por ende la
sintesis y ensamblaje de la capside. La secuencia L1 es la proteina principal de la capside,
responsable de la adherencia especifica del virus a la célula, ademas de ser el antigeno que
induce la respuesta humoral y celular. L1 estd muy conservado, permite reactividad
cruzada entre los distintos genotipos de VPH condiciona su interés estratégico en las

vacunas profilacticas aplicables a una poblacién ¢ 305359
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En las lesiones benignas el DNA viral, se encuentra en forma extracromosomal del nucleo
celular. Por lo contrario en las lesiones neoplasicas y canceres, el DNA se encuentra
integrado en el cromosoma celular y se inserta rompiendo la region E2, llevando a una
desregulacién de la expresion de las Oncoproteinas E6 y E7. Es decir, la transcripcion de
los genes E6 y E7 inicialmente es reprimida por la proteina E2 explicando asi, la
malignizacién de la lesion, cuyos productos interfieren con las proteinas supresoras de
tumores, la p53 y la proteina retinoblastoma (pRb). Esta actividad transformadora es mayor
en los genotipos de VPH-AR 16 y 18 (7 30:34.38.53)

A su vez las infecciones por VPH con una elevada carga viral son capaces de producir
grandes cantidades de proteinas E6 y E7, cuya acumulacion en aquellos individuos

inmunocompetentes, incrementa el riesgo de transformacién maligna % 353,

Las Oncoproteinas E6 y E7, tienen la capacidad de inmortalizar y transformar
queratinocitos, confiriéndoles un alto grado de inestabilidad cromosdémica. La expresion
continua de estos genes, es requisito indispensable para mantener el crecimiento neoplasico
de las células del cérvix. Estudios de mecanismos moleculares del proceso de
transformacion, mostraron un complejo patrén de interacciones de estas onco-proteinas
virales con reguladores celulares, con funciones bioldgicas como: la apoptosis, la
proliferacion y diferenciacion celular, considerando que la integracion del genoma de VPH
al genoma de la célula hospedera es el evento fundamental en la progresion del cancer,
debido a la sobreexpresion de las Oncoproteinas E6 y E7 por la pérdida de E2, proteina

implicada en su regulacion G0 35:3%:53)

2.5.1 Integracion Viral
El DNA viral puede encontrarse en la célula infectada de estas formas estructurales:

integrado al genoma celular: forma integrada, libre en el nucleo celular: forma episomal y

compartiendo las formas integrada y episomal: forma mixta © ®. Diferentes trabajos han
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demostrado que la integracion viral es un evento importante en la progresion de lesiones
intraepiteliales a carcinomas invasivos de cuello uterino, sin embargo, méas de dos décadas
de investigacion sobre el VPH, no son claros los mecanismos moleculares involucrados en
el proceso de integracion. En etapas tempranas, la expresion de oncoproteinas virales en
células epiteliales generalmente conduce al desarrollo de diferentes tipos de anormalidades
cromosomales, no obstante, la posterior activacion de mecanismos de reparacion celular
facilitan la insercion de secuencias foraneas como las de VVPH. Asi, se ha observado que la
homologia entre secuencias del virus y del genoma celular que se recombinan es
practicamente nula, lo que permite considerar el proceso de inserciéon viral como un
mecanismo que se facilita por eventos de recombinacion no homologa, proceso empleado
frecuentemente por las células en la reparacién de dafios genéticos © . La frecuencia de
formas integradas o mixtas aumenta con la progresion de la enfermedad del CCU, de esta
manera, la transicion de LIEAG a carcinomas micro invasivos, se caracteriza por la
integracién de secuencias del genoma de VPH-AR. Estudios experimentales demuestran
que la integracion del genoma viral es comun en CCU y poco frecuente en epitelios
normales y LIEBG ©3°).

2.5.2 Sitios de integracion viral y su efecto

En el proceso de integracion, la linearizacion del genoma circular es una etapa necesaria
que involucra el rompimiento de la doble cadena viral principalmente en la region E1/E2.
Adicional al rompimiento, en la mayoria de casos se presentan deleciones de fragmentos
virales, actualmente se considera que el fragmento viral correspondiente a los genes E1 y
E2 es la region con mayor tasa de rompimiento. Sin embargo, dentro de esta region a su
vez existen varias secuencias especificas que han sido reconocidas como blancos de
rompimiento viral tanto en: E1 como E2. Es posible que asi como la dinamica de
integracidn varie con la poblacién de estudio, ocurra lo mismo con los sitios especificos de
corte viral. En VPH 18 aproximadamente la mitad del genoma viral se pierde en la

integracion comprometiendo total o parcialmente los genes E2, E4, E5, L1 y L2. De otro
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lado, se han identificado regiones virales que no son blancos de rompimientos en el

proceso de insercién como las correspondientes a los genes E6, E7 y LCR © %%,

Teniendo en cuenta que frecuentemente ocurren rupturas y/o deleciones a nivel de la
region E1 y E2, parte de los efectos de la integracion viral van a depender de la alteracion
de las funciones bioldgicas de E1 y E2. La proteina E2 de VPH 16 controla negativamente
la transcripcion de los genes virales E6 y E7. En presencia de la proteina E2 hay represion
continua de la transcripcion de las oncogenes E6 y E7, contrariamente, la ausencia del
represor E2 permite el libre acceso de factores de trascripcion celulares que se agrupan en

el promotor viral y regulan positivamente la transcripcion de E6 y E7 ©3%3549)

La pérdida de la funcién represora de E2 es un factor critico en la progresion maligna,
estudios realizados in vitro demostraron que la reintroduccion de E2 en lineas celulares de
carcinoma de cuello uterino causa supresion del crecimiento debido a la represion de la
transcripcion de E6 y E7. Las proteinas E2 de tipos virales de alto riesgo localizadas en
nacleo y citoplasma pueden inducir apoptosis. Otras consecuencias de la pérdida de la
actividad represora de E2 son el aumento en la capacidad de inmortalizacion celular. La
ruptura del gen viral E2 ha sido asociado a la progresion de lesiones de cuello uterino,
particularmente de LIEBG a LIEAG , con bajas tasas de sobrevida en pacientes con CCU,
no obstante la presencia de regiones E2 inalteradas junto con la expresion concomitante de
oncoproteinas virales en algunos casos de lesiones avanzadas plantea que la ruptura de la
secuencia viral en E2 no es siempre un paso indispensable en el desarrollo de CCU, ya que
la alteracion de la funcion biologica de E2 puede darse por otros mecanismos alternos tales

como cambios en la secuencia nucleotidica ¢ 3%,

2.5.3 Integracién y oncoproteinas virales

Varios estudios, han demostrado que la insercion de genotipos de alto riesgo en el genoma

de la célula huésped esté asociada con el aumento en los niveles de transcripcion de los

54



Carrera de Bioquimica/FCFB-UMSA Instituto SELADIS

genes E6 y E7. Esta observacion también ha sido corroborada in vitro, empleando una
linea celular derivada de una LIEBG, donde las secuencias VPH integradas sobre
expresaron E7 y no generaron transcritos para E2. Si se considera que en lesiones
avanzadas prevalecen las formas integradas y que E2 es un represor transcripcional de los
oncogenes virales, es posible predecir que en displasias severas y en CCU se presente

mayor expresion de E6 y E7 & 303249,
2.5.4 Sitios de integracion celular y su efecto

Han identificado mas de 200 sitios de integracion celular, descritos en tumores primarios
de cuello uterino y lineas celulares. La integracion de secuencias VPH ocurre dentro de
regiones del genoma de baja condensacion de la célula hospedera, transcripcionalmente
activas, que permite mayor accesibilidad para la integracion de DNA foraneo. Se plantea
que el evento de integracion viral ocurre aleatoriamente a lo largo del genoma celular, un
alto porcentaje de los sitios celulares de integracion corresponden a regiones genémicas
altamente susceptibles a la ruptura que facilitan la insercién de DNA viral @ 30349,

2.5.5 Integracion y otros factores virales

Dentro de los factores de riesgo virales asociados con CCU, pueden ser: el genotipo y la
carga viral. La mayoria de estudios de integracion viral se han realizado en los dos
principales genotipos de alto riesgo, VPH 16 y VPH 18. No obstante, tanto la tipificacion
viral como la evaluacién del estado de integracion son pardmetros que permitiran un

diagndstico mas preciso y un tratamiento mas adecuado © %%,

2.6 El Sistema Inmune y La Infeccién por VPH
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Més del 85% de las infecciones producidas por el VPH tienen un patrén transitorio, se
eliminan a lo largo del tiempo (la duracién media de la infeccion para los virus de alto
riesgo es de 8 a 24 meses), por lo que la mayoria de los individuos (70% a 90%) eliminan
el virus, después de la infeccion inicial. Sin embargo algunas de estas infecciones no son
eliminadas, lo que puede llevar a una infeccion persistente. Entre 10% a 30% de los casos
es mas comun en los casos oncogénicos, con un mayor riesgo de desarrollar LIEAG y
cancer. El aumento de la incidencia y la progresion de las infecciones por VPH en
individuos inmunodeficientes demuestran la gran importancia de la respuesta inmune

mediada por células en la resolucién y el control de las infecciones por VPH.

Mujeres infectadas con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) muestran multiples
recurrencias de neoplasia intraepitelial cervical, aumento en la incidencia de verrugas
genitales, mayor persistencia de las infecciones por VPH y mayor incidencia de LIEAG,

cuando se comparan con muijeres sin la infeccion por VIH (6% 416469,

Se conoce, que la mayoria de los casos de infeccion por el VPH es eliminado por el
sistema inmunologico y que la duracion prolongada de la infeccidn parece estar asociado a
una evasion efectiva del virus de la respuesta inmunoldgica; la replicacion del DNA viral y
su liberacion no causa la muerte celular, ya que el queratinocito infectado ya esta
programado para morir de forma natural, por lo que no se disparan sefiales de peligro hacia
el sistema inmune, esto se refleja en la ausencia de inflamacion (no existiendo la liberacion
de citoquinas pro inflamatorias, importantes para la activacion y migracion de las células
presentadoras de antigenos). Asi mismo, no hay fase de viremia y pequefias cantidades del
virus son expuestas al sistema inmunolégico, por lo que el virus es invisible.
Adicionalmente, existe una baja regulacion de la expresion de IFN- alpha e IFN —beta y
las Oncoproteinas E6 y E7 del VPH 16 alteran la expresion de IFN- alpha de genes
reguladores del ciclo celular y otros genes involucrados en la resistencia del huésped a la
infeccion; permitiendo al virus permanecer durante largos periodos sin ser reconocido, lo

cual demora la activacion de la respuesta inmune adaptativa. A pesar de la evasion del
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virus, de las defensas del huésped, se puede generar una respuesta seroldgica dirigida
contra epitopes conformacionales presentes en el virién o hacia particulas semejantes a
virus. Y esta respuesta de anticuerpos se genera en la mayoria pero no en todos los
individuos infectados, y sus niveles, aunque en general son bajos, parecen proteger al

individuo de una infeccion posterior.

En la actualidad no es claro el papel de las respuestas tipo 1gG e IgA tanto en la
persistencia como en la eliminacion de infecciones por diferentes tipos de VPH, debido a
la existencia de pocos reportes y contradicciones entre los resultados presentados, por lo
que se hace necesario realizar investigaciones en las que se analice este tipo de respuestas

en estudios de seguimiento 0 314147, 63.64)

Inicialmente las infecciones virales son intracelulares, y los antigenos escapan al alcance
de los anticuerpos. El sistema inmune esta involucrado en la infeccién primaria y en la
progresion maligna de las lesiones por el VPH, en especial la respuesta inmune mediada

por células (30,47, 64, 68, 69)

2.6.1 Respuesta Inmune Humoral

La respuesta humoral es importante solo para infecciones virales productivas, en las que
particulas virales salen al espacio extracelular por exocitosis o durante la lisis celular por
efecto del propio virus o las células citotoxicas del paciente. En el espacio extracelular las
particulas virales son atrapadas por linfocitos B con receptores (anticuerpos de membrana),
especificos para algunos epitopes de las proteinas virales. Una vez en el receptor, el
antigeno es internalizado por endocitosis y digerido en el lisosoma para producir pequefios
péptidos que se unen a moléculas de clase Il, del complejo principal de
histocompatibilidad. Posteriormente, los péptidos son presentados en la superficie celular

para ser reconocidos por linfocitos T ayudadores CD4+. Una vez activados, los linfocitos
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CD4+ estimulan a los linfocitos B para producir anticuerpos neutralizantes contra las
particulas virales, los cuales juegan un papel muy importante para evitar la diseminacién

de la infeccion % 68 69.70)

2.6.2 Respuesta Inmune Celular

En la respuesta inmune celular participan, componentes del sistema inmune, células como:
CD4+, CD8+, macrofagos, Células Presentadoras de Antigenos y las citocinas producidos

por estas mismas.

En las etapas iniciales de la enfermedad, la respuesta inmune es aun efectiva porque las
células infectadas por el VPH expresan todavia las moléculas de clase | del CMH, que
exponen péptidos virales en la superficie celular, permitiendo que las células infectadas
sean reconocidas como blancos por los LTC (CD8+), los cuales a su vez son llamados de

los capilares vasculares por citocinas secretadas por las células infectadas.

En los queratinocitos infectados, las proteinas virales se encuentran en el citosol mezcladas
con las proteinas celulares, y ambas son degradadas en los proteosomas, de modo que se
producen pequefios oligopéptidos de 8 a 11 aminoacidos, que posteriormente son
transportadas al reticulo endoplasmico rugoso por las proteinas transportadoras PTAL y
PTA2. Ahi se unen a las moléculas CMH de clase | para ser transportadas a la membrana
celular y ser presentadas a los LTC, las cuales reconocen péptido viral por medio del
receptor de células T (TCR) especifico para cada epitope. La participacion de los linfocitos
Th1l en la activacion de los LTC y otras células inflamatorias es muy importante: secretan
interleuquina IL-2, que activa a los LTC, e interferon gamma, que activa a los macréfagos.
Los linfocitos Th1l pueden ser activados por las citoquinas liberadas (IL-1) por las células
infectadas por el VPH o por células presentadoras de antigeno (CPA) que presentan
péptidos virales en el contexto de moléculas de clase 1 y Il. Las células de Langerhans

(CD1+), con sus prolongaciones dendriticas tipicas son las CPA méas potentes dentro del
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tejido epitelial y se presentan en los dos tercios inferiores del epitelio estratificado del
cérvix normal. La activacion de LTC y Th requiere también la interaccion de moléculas
accesorias coestimuladoras entre las células T y las CPA o las células epiteliales. La
presentacion de antigenos en la ausencia de estas moléculas coestimuladoras puede inducir
energia, con una falla en la induccion de la proliferacion y diferenciacion de las células T,
lo que conduce a una tolerancia al estimulo antigénico. Una vez activados, los LTC
proliferan, se diferencian y participan en la lisis de las células blanco por tres caminos
diferentes: Secretan perforinas y otras proteinas que perforan la membrana celular, Liberan
sustancias que inducen la muerte celular programada (apoptosis). Liberan citocinas como
el INF- gama y el Factor de Necrosis Tumoral que limitan la actividad viral dentro de las
células y atraen macréfagos y otros fagocitos que pueden destruir a la célula. EI INF-gama
inhibe la expresion de los genes virales y estimulan la expresion de las moléculas de clase |
del complejo CMH en los queratinocitos humanos, lo que permite una mejor presentacion

de los antigenos virales y con ello una respuesta inmune aumentada ©® 7.

2.6.3 Estrategias virales de evasion inmune

Uno de los factores que influyen en la respuesta inmune anti-VPH es la poca destruccion
de tejido que se produce en el proceso infeccioso. Esto resalta la importancia de la
respuesta inmune innata, e inhibe la respuesta inmune adaptativa por lo que no resulta
extrafio que el huésped permanezca sin presentar signos de la infeccion ¢4 %9,

La proteina E6 bloquea la interaccion entre la célula infectada con las células dendriticas;
la proteina E5 bloquea el procesamiento de antigenos dependientes de pH; las proteinas E6

y E7 impiden la produccién de interferones.

El VVPH cuando ingresa al epitelio cervical, se ubica en la zona de transformacion en la que

se mantiene la replicacion del DNA viral, pero en bajas concentraciones (30-50 copias por
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célula infectada), en forma episomal. Las células basales proliferantes ascienden a las
ultimas capas del epitelio (estratos parabasales y espinoso), amplificando la expresion de
genes virales tempranos las cuales permiten producir DNA a cientos de copias por célula,

y posterior la expresion de genes virales tardios % 476469,

La proteina E7 del VPHL16 inhibe la induccion de INFa, de este modo interfiere con la
eliminacién efectiva del VPH. La constante variacion de los residuos expuestos en la
superficie de L1 se relaciona con una evasion de la respuesta inmune por alteracion de los

epitopes neutralizantes % #7645 67)

La persistencia viral, progresion de la enfermedad y transformacion maligna pueden

deberse a mecanismos de evasion de citoquinas: TGF-B, TNF, IL-1, IFN-a, IFN-§ €667,

2.7 Mecanismo de Transmision

La infeccion ano-genital por el VPH, se transmite por via sexual, por contacto directo de
piel y mucosa. Debido a que existe una Unica y comun via de transmision, se estima que
diferentes tipos de VPH se transmiten a la vez, resultando en una elevada proporcién (20-
30%) de infecciones concurrentes con diferentes genotipos virales 48 467D,

Un estudio, determiné valores de transmision del VPH coincidentes con la incidencia
observada entre estudiantes universitarias en que la probabilidad de transmision por cada
acto sexual oscilaba entre el 5% y el 100% con una mediana del 40% %% ™_Otro estudio,
la probabilidad por cada nuevo compafiero sexual de transmision del hombre a la mujer es
del 60% para el VPH 16. Este porcentaje es idéntico al observado en relacion a la
probabilidad por cada pareja nueva de transmision de verrugas genitales. Esto sugiere que
el VPH es mas transmisible que otras enfermedades de transmision sexual viricas (ETS

viricas), pero es comparable con la tasa de transmision de las ETS bacterianas ©* ™.
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Muchas mujeres se infectan en su primera relacion sexual. En las mujeres jovenes, el
epitelio metaplésico de la zona de transformacién escamo-cilindrica es inmaduro, por lo
gue podria justificar el mayor riesgo de infeccion cuando el inicio de la actividad sexual es
precoz, que a su vez se suma, al mayor nimero de parejas y relaciones con hombres que

tienen o han tenido maltiples parejas sexuales ©°49.

Estudios, muestran un segundo pico de infeccidn en mujeres mayores, estos pueden estar
influenciados por uno o varios mecanismos. Por ejemplo, la reactivacion de infecciones
previas no detectadas adquiridas a una edad mas temprana causadas por una pérdida
gradual de la inmunidad ocasionada por cambios hormonales durante los afios de la
postmenopausia. Incluso también podria explicarse por la adquisicion de infecciones
nuevas a través de contactos sexuales con nuevas parejas a una edad mas madura o al
comportamiento sexual de sus parejas masculinas; asi mismo, podria deberse a la mayor

exposicion a factores y cofactores de riesgo © 467V,

El epitelio metaplasico del cérvix, en la unién escamoso- cilindrica (zona de transicion), es
especialmente vulnerable al contagio, independiente del tipo de VPH. En esta zona, las
células basales con capacidad de replicacién son muy susceptibles a la infeccién virica, ya
gue se encuentran en contacto con la superficie y la transmision seria favorecida en caso de
pequefas fisuras o erosiones como via de entrada aprovechando la dindmica celular para su
replicacion, y posterior maduracion del epitelio metaplasico para expresar sus genes de
forma secuencial. El virus también podria permanecer latente en las células basales del

epitelio 434 18)

Por otro lado la mucosa anal, también es susceptible de infeccién por VPH por las
caracteristicas del epitelio. Otras zonas como la vulva, la vagina, probablemente serian

(L3972 La utilizacion de

susceptibles de infeccion por erosiones en piel 0 mucosa
preservativos como barrera eficaz de transmision del VIH, se considera como positiva. Sin

embargo datos relativos a otras enfermedades de transmision sexual, incluyendo el VPH,
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no son consistentes. Después de varios estudios se admite que el uso correcto de
preservativos (condones) y durante todo el acto sexual es un condicionante para disminuir

el riesgo, y disminuir la progresion de las lesiones Intraepiteliales cervicales ¢ 72,

Estudios en hombres circundados por el médico especialista, muestran que estos tienen
menor riesgo de infeccién, probablemente debido a la resistencia del epitelio
queratinizado, por tanto la circuncisiéon masculina supondria un efecto indirecto protector

en la mujer G- 72,

Con mayor frecuencia se transmite durante el contacto genital con penetracion (relaciones
sexuales vaginales o anales), pero no se descartan otros contactos menos frecuentes 4 '®a
través de fomites (jabones, toallas, ropa interior, artefactos sexuales), instrumentos
médicos, autoinoculacion de verrugas vulgares, contacto directo de la piel con las verrugas.
También existen reportes sobre algunos casos de transmision a nifios recién nacidos de
S (18, 31, 72).

madres portadoras del virus, produciendo en los bebes papilomas laringeo
2.8 Epidemiologia de CCU

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la incidencia del CCU a nivel mundial
es de 530.000 casos por afio, con una mortalidad cercana 275.000 (52%) muertes durante
el afio 2008, alrededor del 88 % de las cuales ocurre en los paises de desarrollo, por lo
que resulta ser un gran problema de salud Pdblica, mostrando que los programas de

deteccion de cancer no estan bien establecidos o no son eficaces 7 788,
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Las regiones mas afectadas por el cancer cervical se encuentran entre las mas pobres del
mundo: América Central y del Sur, el Caribe, Africa subsahariana, Melanesia, Asia
centromeridional y Sudeste asiatico que tienen los indices mas altos (méas de 30 por cada
100. 000 mujeres). Esto se compara con un maximo de 10 por cada 100.000 mujeres en
América del norte y Europa. Los indices reportados son de 69 por cada 100.000 mujeres en
Tanzania, 56 por cada 100.000 en Bolivia y 40 por 100.000 en Papua Nueva Guinea. Asia

tiene el nimero més alto de casos reportados 7 788D,

e - o BN
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Age-standardised incidence rates per 100,000

Figura Nro. 15. Incidencia mundial de cancer cervical por 100.000 mujeres (todas las
edades). 2008
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Figura Nro. 16. Mortalidad mundial de cancer cervical por 100.000 mujeres (todas las
edades) 2008.

Actualmente, Bolivia tiene una de las tasas mas altas de incidencia de este cancer con
56/100.000, y con una tasa de mortalidad de 27 por cada 100.000 mujeres, lo que significa
un total de 661 muertes por afio atribuidas al cancer de cuello uterino. EI CCU es la
enfermedad mas frecuente en las mujeres de 25 a 64 afios de edad en el pais. En términos
de nimero de defunciones, el estudio GLOBOCAN estimo que 987 mujeres fallecieron en
2002, lo que representa 3 muertes por dia. Segln estimaciones de la OMS, la situacion
actual es mucho mas alarmante: 1.665 defunciones por CCU, lo que significa de 4 a 5
muertes por dia. Por todo esto el CCU en Bolivia es una de las primeras causas de muerte
de la poblacion femenina que afecta sobre todo a una gran parte de la poblacién en

condiciones de pobreza y extrema pobreza (879 8182,
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Figura Nro. 17. Incidencia y Mortalidad por Cancer Cérvico Uterino.®

Un estudio realizado por el Instituto Nacional de Laboratorios (INLASA) sobre muestras
citologicas de las ciudades de La Paz y EI Alto (2004 y 2005) indicd que la poblacion con
mayor riesgo tiene, entre 25 y 40 afios de edad. Esta investigacion mostro que la edad
media de mujeres con lesiones de bajo grado era de 25 afios, con lesiones de alto grado 28
afios y con carcinomas in situ 38 afios; este estudio concluye que la incidencia del CCU es

cada vez mas frecuente en mujeres jovenes y de menor edad %.

No existe un registro estadistico oficial sobre el CCU en Bolivia, lo que no permite contar
con datos veridicos sobre la mortalidad de mujeres por esta causa. Sin embargo, el 2008, se
reporta la incidencia de CCU fue mayor en los departamentos de Potosi con 93.5%, Oruro
con 60.9%, en la ciudad de El Alto 43.8 %, en la ciudad de La Paz de 32.2 % y con
respecto a la ciudad de Santa Cruz, existe una falencia en las estadisticas de parte de las

instituciones de salud .
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Una razon importante de la mayor incidencia del CCU en los paises en desarrollo es la
falta de programas efectivos para detectar los estados precancerosos y tratarlos antes de
que se conviertan en cancer. Los esfuerzos de prevencion a nivel mundial se han
concentrado en examinar a las mujeres utilizando una prueba de laboratorio denominada
Papanicolaou, y destruir o escindir el tejido precanceroso. El test de Papanicolaou, que
Ileva el nombre de su inventor, el Dr. George Papanicolaou, de la década de los 40, ha
dado importantes resultados en la reduccion del CCU en los paises desarrollados, seguido
de un tratamiento necesario. Si las pruebas de Papanicolaou estan bien organizadas y las
mujeres se someten a las mismas de forma periddica, la incidencia de este cancer puede

reducirse drasticamente .
2.8.1 Cancer de Cuello Uterinoy su relacion con EI VPH

En los ultimos afios se han desarrollado multiples investigaciones clinicas,
epidemioldgicas, virologicas y de biologia molecular que han demostrado que el principal
agente etiopatogénico de las lesiones precursoras y del CCU es el VPH 1278,

El CCU es causado por la infeccion persistente de genotipos de VPH-AR. Los genotipos
de alto riesgo son la causa de mas del 95% de todos los casos de CCU y aproximadamente
el 70% del CCU se debe al VPH 16 y 18. La incidencia méaxima de la infeccion por el VPH
se presenta en la adolescencia, poco después de la iniciacion de la actividad sexual, y la

mayoria de las infecciones se resuelven espontaneamente en un plazo de 6 meses - 2 afios
(1, 3, 86, 88)

Un estudio realizado en Venezuela sobre “Prevalencia y factores de riesgo en la infeccion
por VPH en mujeres asintomaticas”, determiné a través de la técnica Captura de Hibridos
I1 (Hc2), mayor prevalencia (13,2%) de infeccion por el VPH-AR en mujeres < 35 afios de

edad y de bajo nivel de educacién %.
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Otro estudio realizado en mujeres Paraguayas sobre “Frecuencia y carga viral del Virus del
Papiloma Humano de alto riesgo segln el diagndstico citolégico en mujeres Paraguayas
por Captura de Hibridos II” determind VPH-AR en 43% de las mujeres (241/566),

observandose una alta frecuencia del 23% en mujeres con ausencia de lesion Intraepitelial
49

La evidencia epidemioldgica que relaciona a VPH con el cancer se encuentra sustentada en

dos estudios principales ® %89,

e La Agencia Internacional para la Investigacién del cancer (IARC) efectud un
estudio en el que participaron 22 paises, encontrandose la presencia de VPH en el
99.7% de los casos. VPH 16 fue el genotipo méas comun encontrado en todas las
regiones geograficas, seguido por el genotipo 18. EI VPH 39 y 59 fueron

encontrados exclusivamente en América latina 4 2439,

e En el segundo estudio, donde participaron 13 paises y se incluyeron 2000 casos y
2000 controles, se encontrd una fuerte relacion entre los genotipos de VPH 16 y
VPH 18 con Céancer Cérvico-vaginal. De acuerdo a los resultados de este estudio,
los genotipos 31, 33, 35, 45, 51, 52, 58 y 59 también deben ser considerados

cancerigenos .

La distribucion de los genotipos de VPH ha sido publicada en un analisis combinado de 12
estudios llevados a cabo en 25 paises con 3.085. Los quince mas comunes de VPH
detectados en ambas series, en orden de frecuencia decreciente, fueron los VPH 16, 18, 31,
33, 45, 58, 52, 35, 59, 56, 51, 39, 73, 68 y 82. En todas las regiones se identifica a los
mismos 8 genotipos VPH: 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58 como los més frecuentes, con la
leve excepcion de que en Europa el VPH 56 ocupa el octavo puesto en lugar del VPH 52.
La prevalencia del VPH 16 varia del 52% en Asia al 58% en Europa y la prevalencia del

VPH 18 varia del 13% en América Latina al 22% en Norteamérica & 142439,
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Figura Nro. 18. Prevalencia de VPH especifica por edad y por regién mundial en
mujeres con citologia normal **.
La prevalencia de VPH entre grupos de edades no es definida. Muchos de los estudios
mencionan que la edad con mayor incidencia es de mujeres jovenes menores a 25 afos, y
dicha incidencia va disminuyendo, a medida que va aumentando la edad, hasta alcanzar
5% o0 menos después de los 55 afios. Explicando este fendmeno por cambios existentes en
la practica sexual con la edad y la inmunidad adquirida en el tiempo a la infeccion por
VPH. En otro estudio se observa un segundo pico en la prevalencia de VPH en mujeres a
partir de los 55 afios de edad, debido a cambios hormonales ocurridos después de la
menopausia, el descenso de las defensas del sistema inmune, cambios fisiologicos del
cérvix, aumentando la susceptibilidad a la infeccion o la activacion de la infeccidn latente

del virus 42490,
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2.9 Factoresy Cofactores de Riesgo para el desarrollo de CCU

A pesar de su potencial oncogénico, la infeccion por VPH es un fendmeno transitorio que
puede revertirse espontaneamente o permanecer en estado latente, por lo que se lo
considera como una causa necesaria pero insuficiente para el desarrollo de malignidad. Se
ha establecido que diversos factores y cofactores de riesgo, tanto exégeno como enddgeno,
pueden incrementar en asociacion con el VPH el desarrollo de esta enfermedad, estos

factores son clasificados en tres grupos; & 247290

2.9.1 Factores del hospedero

Estos factores incluyen comportamiento sexual y paridad, el estado hormonal, factores

genéticos y otros relacionados con la respuesta inmunitaria del hospedero; (8 2439

a) Elevado numero de parejas sexuales, ya sea la mujer o su compafiero a lo largo
de su vida y la adquisicion del VPH. También el contacto sexual con un varén de
alto riesgo (con historia sexual promiscua o frecuentes contactos con mujeres que
ejercen la prostitucion) & 43,

b) Actividad sexual a temprana edad, Las adolescentes que comienzan sus
relaciones sexuales tempranamente tienen mayor riesgo desarrollar neoplasia
debido a que en la unién escamo-columnar hay proliferacion activa, lo que conduce
a la transformacion celular del epitelio columnar en metaplasico y de este a
escamoso. La zona escamo-columnar es altamente sensible a la accion
carcinogénica de los genotipos de VPH y el hecho de infectarse con estos virus en
etapas tempranas de la adolescencia, hace que esta zona esté en contacto por un
tiempo prolongado con las protefnas oncogénicas de los VPH (8 24.90.9D,

c) Multiparidad, se ha asociado tanto con el CCU. Un estudio realizado por la IARC
demostrd que las mujeres con 7 0 mas partos tienen 4 veces mas riesgo de

desarrollar cancer que mujeres nuliparas, y que el riesgo incrementa linealmente
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d)

f)

con el nimero de embarazos que llegan a término. El riesgo parece incrementar
debido a que, expone la zona de transformacién hacia el exocérvix por muchos
afios facilitando la exposicion directa al VPH y posiblemente a otros cofactores.
Cambios hormonales inducidos por el embarazo (incrementados niveles de
estrogeno y progesterona). Ademas, una variedad de factores tanto nutricionales,
como hormonales, traumaticos y mecanismos inmunolégicos, han sido propuestos

como coadyuvantes bioldgicos asociados a la Multiparidad @& 240,

Edad, La infeccion es mas comun en mujeres jovenes sexualmente activas de 18 a
30 afios de edad, después de los 30 afios la prevalencia decrece. EI CCU es mas
comun después de los 35 afios, lo que sugiere infeccion a temprana edad y

progresion lenta a cancer (4 18 2491

Predisposicion genética, Representa el 27% del efecto de los factores subyacentes
para el desarrollo del tumor. La herencia afecta la susceptibilidad a la infeccién por

VPH, la capacidad para resolverla y el tiempo de desarrollo de la enfermedad % 3*
90, 91)

El consumo de tabaco, ha sido bien argumentado en muchos estudios, mostrando
una moderada y significativa asociacion con el desarrollo de CCU. Reportes
actuales, muestran que el riesgo que representa este factor en la aparicion del CCU
esta relacionado con la intensidad, la duracion o la cantidad de cajetillas de cigarros
por afios. El hecho de haberse detectado nicotina en el mucus cervical de fumadoras
corrobora la hipétesis de la posible accion sinérgica entre el cigarro y la infeccion
por VPH para el desarrollo de lesiones premalignas de alto grado y el CCU (22, 24,
%0 La nicotina activa una reaccion enzimatica que inhibe el mecanismo de la

apoptosis.
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9)

Consumo de Alcohol, una investigacion realizada recientemente revela que el
epitelio de la boca es de estructura y semejante al epitelio vaginal y al cuello
uterino, se vinculan con el VPH 16 y 18. Este mismo estudio sostuvo que el ingerir
alcohol y consumir tabaco promueven la infeccion por VPH, se conoce que el
etanol presente en las bebidas alcohdlicas inhibe la produccion de la proteina p53.
Combinar tabaco, alcohol con el VPH y células epiteliales de la boca es una

formula para producir cancer oral 4419,

2.9.2  Factores medio-ambientales o0 exdgenos:

El uso de anticonceptivos orales, consumo de tabaco, dieta, trauma cervical, y

coinfecciones con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y otros agentes de

transmision sexual @8 243490 pyeden ser factores de riesgo para CCU:

a)

b)

Uso prolongado de anticonceptivos orales, estudios han reportado que el uso de
anticonceptivos orales por més de 5 afios se asocia significativamente con el
desarrollo de CCU. Aunque aun no existen datos sobre el mecanismo por el cual las
hormonas pueden incrementar el riesgo de desarrollar este cancer en mujeres
infectadas con VPH, se ha determinado que las hormonas podrian promover la
integracion del virus al genoma celular, induciendo la expresion de E6 y E7. Otro
estudio demostrd que el estradiol estimula la transcripcion de E6 y E7 en lineas

celulares que tienen integrado VVPH 16 en su genoma 4 18:9%.92),

Coinfeccion con otros virus, como el del herpes simple (HSV) tipo 2,
probablemente debido a la cervicitis crénica, citomegalovirus (CMV), herpesvirus
humano tipos 6 y 7(HHV-6), detectados todos en el cérvix. La inmunodepresién
debido a la coinfeccion por VIH, es un factor determinante de progresion
neoplésica. EI mecanismo por el cual otras enfermedades infecciosas participan en

el ciclo natural de la infeccién por VPH podria ser principalmente por la induccién
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de un proceso inflamatorio cronico que genere un dafio genotdxico por la presencia
de cantidades importantes de especies oxidativas reactivas. Por ejemplo, un estudio
realizado con lineas celulares de carcinoma cervical que fueron infectadas con
chlamydia Trachomatis secretaron abundante cantidad de citocinas
proinflamatorias, en comparacion con aquellas células no infectadas, sugiriendo
que la coinfeccién chlamydia-VPH y su asociacion con la carcinogénesis cervical
estan intimamente relacionadas a un proceso inflamatorio y al incremento en la
expresion de IL-10, esta interleuquinas inhibe la produccion de IL-12 por las
células dendriticas, una citocina fundamental en la produccién de una respuesta

inmune celular 4 18 30 31,90,91)

Dieta y el estado nutricional, varios estudios mostraron una relacion inversa entre
el riesgo de desarrollar CCU con las concentraciones en suero de B caroteno,
vitamina C y tocoferol. Sin embargo, los resultados de varios estudios
experimentales han sido negativos, por lo que la relacion de éstos y otros elementos

nutricionales tienen relacion con el proceso de carcinogénesis queda todavia en
duda (14, 18, 22, 30)

2.9.3 Factores virales relacionados con VPH

La infeccion con ciertos genotipos especificos de VPH, coinfeccion con otros tipos y

variantes, carga viral y la integracion del genoma viral. Podrian también tener rol en el
desarrollo de CCU.

a) Genotipo viral, es el factor de riesgo mas importante de persistencia viral y de

progresion hacia una lesion preinvasiva. Los VPH 16 y 18 son los que presentan el

mayor riesgo de progresion (%%,
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b)

El VPH 16, presenta un riesgo absoluto de diagnostico de precancer cerca del 40%
después de 3 a 5 afios de una infeccion persistente. El riesgo de precancer en una
mujer con mas de un genotipo de VPH es mayor que otra con un solo genotipo.
VPH 16 causa la mitad de los CCU en todo el mundo, VPH 16 persiste un tiempo
mas prolongado que cualquier otro genotipo y su persistencia esta altamente
asociada con cancer, este genotipo es el principal causante de otros canceres ano-
genitales y oro-faringeos. El genotipo VPH 18 esta asociado a una mayor
proporcion de adenocarcinomas, y el VPH 45 se ha encontrado en una elevada

proporcion de cancer y lesiones premalignas 434 3. 72.90)

Persistencia viral, comun entre los tipos virales de alto riesgo y factor determinante
en el desarrollo a cancer. La persistencia puede inducir cambios genéticos
secundarios dado que las proteinas virales interfieren con los puntos de control del

ciclo celular e inducen inmortalizacion de los queratinocito ™ 34 72 %0)

Carga viral, correlaciona directamente con la severidad de la enfermedad. El VPH
16 puede alcanzar una carga viral mas alta que otros genotipos virales. La medida
de la carga viral no siempre es clinicamente Gtil. Una carga viral elevada no implica
un incremento prospectivo de riesgo, excepto para el VPH 16. Se sugirié que una
carga viral elevada indica una mayor posibilidad de integracion del DNA viral en el
genoma del huésped. Sin embargo, es discutible la utilidad de medir la carga viral.
Los niveles se detectan mediante PCR en tiempo real que determina el nimero de
copias de VPH por equivalente celular, o también por captura de hibridos 11 o de
segunda generacion (hC2) que valora unidades relativas de luz (URL) de forma
semicuantitativa, dando una idea aproximada del nimero total de copias virales de
la muestra. Puede haber una carga viral muy elevada y ser atribuida a una reciente
infeccion de lesiones menores, analogo a las verrugas benignas. En el caso de
infeccion por los tipos VPH 16 y 18 y citologia normal, una carga viral elevada,

determinada por PCR en tiempo real, si se asocia con mayor riesgo de progresion a
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carcinoma invasivo y cancer. La carga viral determinada por HC2 muestra en
general un incremento progresivo paralelo a la progresién de la lesion, sin embargo
debe tenerse en cuenta que una carga viral baja no es excluyente de lesion grave, un
30% de LIEAG y un 46% de carcinomas invasores presentan valores de deteccion
inferiores a 100 URL, y un 8% de LIEAG y un 15% de los carcinomas invasores

presentan incluso valores inferiores a 10 URL (% %091,

d) Integracion del genoma viral en el genoma del huésped se asocia con cancer
invasivo y podria ser un biomarcador importante para distinguir una lesion
preinvasiva de una infeccion por VPH. Sin embargo, no todas las mujeres con
canceres invasivos presentan una integracion viral notable. Observandose que se

requiere una actividad transcripcional para mantener el desarrollo del cancer (22,34

89, 90)

2.10 Diagnostico
2.10.1 Antecedentes de Diagndstico

Aungue en los Ultimos tiempos se ha dado un desarrollo cientifico en el diagnostico y
tratamiento de la enfermedad neoplasica cervicouterina aun, no logra esto modificar el
riesgo de muerte a nivel poblacional (1. 8) E| VPH no prolifera en cultivos celulares
convencionales, y los virus solo proliferan en células de diferenciacion y estas no pueden
mantenerse en cultivo; también los ensayos seroldgicos tienen utilidad limitada debido a
que la sensibilidad no es adecuada y el nimero de falsos negativos no esta acorde con
niveles de confiabilidad. La infeccién produce una respuesta inmunoldgica humoral frente
a los antigenos de la capside y los anticuerpos son detectables durante afios, lo que impide
distinguir entre infecciones recientes o pasadas. Estudios recientes en poblacion de alto
riesgo han demostrado que la adicion del test de VPH a la citologia cervical en el

Screening aumenta la sensibilidad en la deteccion de LIE-AG y CCU. Las infecciones por
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VPH pueden ser diagnosticadas a traves de estudios citologicos, histopatologicos y

pruebas moleculares “*-8% 93100,

2.10.2 Pruebas Screening de prevencién para el desarrollo de CCU

Para prevenir el desarrollo de CCU en la poblacion femenina es muy importante que la
mujer asista a revisiones ginecoldgicas habituales y con la realizacion regular de la
citologia, permita el diagndstico de las lesiones premalignas, de tal forma, que su
tratamiento evite la evolucion de lesiones invasivas. En caso de un resultado citoldgico
anormal, el ginecdlogo ve la necesidad de realizar mas pruebas y estudios con la finalidad

de llegar a un diagnéstico definitivo @* .
2.10.2.1 Meétodo Citoldgico convencional o test de Papanicolaou

El método citoldgico o Papanicolaou, se basa en la deteccion de alteraciones en las células
de la region cérvico-vaginal, fue introducido en 1940 por el Dr. George Papanicolau. Los
programas de diagnostico precoz de CCU mediante citologia cervical han sido efectivos en
la reduccion de la incidencia de CCU en los paises desarrollados. En EEUU y Europa se
ha disminuido el CCU en un 70%, a pesar de que este método es solo moderadamente
fiable y no consigue una alta sensibilidad y especificidad. Pese a su éxito, la citologia tiene
limitaciones importantes, siendo los falsos negativos el principal, debido a una marcada
variabilidad en funcion del medio en que se realiza, del control de calidad en todo el
proceso desde que se toma la muestra hasta que se procesa y posteriormente se interpreta,
baja reproducibilidad del método, con un amplio rango de sensibilidad, especificidad y la
necesidad de una organizada infraestructura sanitaria para llevar a cabo todo el cribado.
Estas limitaciones conllevan a una serie de hechos: una proporcion considerable de
resultados falsos-negativos (sensibilidad), elevada frecuencia de resultados falsos-positivos
(especificidad), variabilidad entre diferentes observadores, falta de precision en el

diagnéstico global (11, 14,89, 93)
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Para la obtencion de la muestra se hace uso de un aparato llamado espéculo, que se coloca
dentro de la vagina, evitando traumas cérvico-vaginales, para poder visualizar el cuello del
utero. Con la espatula de Ayre se toma la muestra y se coloca el material en la placa de
vidrio. La toma de muestra endocervical se realiza con un cepillo pequefio (cytobrush)
endocervical y girando suavemente sobre el conducto endocervical se toma una muestra
representativa, la cual se extiende en el extremo inferior del portaobjetos a lo largo de la
lamina y en un solo sentido, quedando una ldmina fina y transparente al microscopio, el

material extendido en el portaobjetos, se fija con alcohol al 96% o con spray fijador

citologico, posterior se verifica los datos del paciente, nimero de placa y se envia al
S(68, 79,93)

laboratorio para su analisi

Frotis de Papanicolaou:
se raspan células del
cuello uterino y se las

examina bajo el -
— .\ f

microscoplo
\JS

para
determinar la
presencia de
Cuello uterino visto
por el espéculo,
con la paciente en
posicion de litotomia

Figura Nro. 19. Test de Papanicolau *

Se recomienda la realizacion de la citologia a mujeres que hayan iniciado actividad sexual,

que hayan sido sometidas a histerectomia y con edades comprendidas entre 25 y 69 afios
(41, 89, 94)
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Resultados del diagnostico citoldgico, incluye el esquema de seguimiento:

a)

b)

2.10.2.1.1 Conductas segun reporte de citologia

(14, 68, 79, 89)

La citologia cervical se realizard cada tres afios en mujeres con dos citologias previas

anuales consecutivas, con resultado negativo a infeccién por VPH, displasia o cancer
(68, 89)

Si un resultado de citologia reporta cambios benignos, se analiza para dar un
tratamiento adecuado y continuar con el control citologico trimestral o semestral y
cuando sean dadas de alta reiniciaran su vigilancia anual. Las mujeres con resultado
positivo a procesos inflamatorios inespecificos persistentes deben continuar con

examenes anuales hasta que tengan dos resultados anuales consecutivos negativos *

89)

Si la citologia es reportada como anormal, la paciente debe ser remitida a la unidad de

Colposcopia y posterior a la unidad de Patologia Cervical ° 9.

2.10.2.1.2 Reporte de resultados

Actualmente se emplea el Sistema Bethesda que introdujo el término lesion intraepitelial

de alto grado (displasia moderada, severa y cancer in situ) y lesion intraepitelial de bajo

grado (displasia leve, VPH). También se incluye en esta categoria el término ASC-US

(células escamosas atipicas de significado indeterminado), otra variedad de lesiones ASC-

Hl

que se emplea si no se puede excluir una lesion de alto grado. EI término AGUS son,

células glandulares de significacion indeterminada y por Gltimo se ha incluido la categoria

. . . . 69
de “adenocarcinoma in situ endocervical” (AIS) ™.
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2.10.2.2 Colposcopia

El objetivo de la colposcopia es aumentar la sensibilidad de la citologia. Este estudio
permite la confirmacion de sospecha de lesion a nivel del cuello del atero; descartar
invasion; establecer el grado de la lesion; diagnosticar neoplasias; seleccionar la conducta
terapéutica y el tipo de tratamiento, si precisa; determinar las caracteristicas de la lesion:

extension, afectacion glandular 47899,

La colposcopia, que consiste en la utilizacion de un microscopio especial (colposcopio)
para observar y examinar el cuello uterino via vaginal. Este instrumento magnifica o
amplia la imagen de la parte exterior del cuello uterino, en caso de observar anormalidades
mediante el colposcopio para completar el estudio, lo que se hace es extraer una pequefia

muestra de tejido (Biopsia) ™ 289,

La vision directa del cuello uterino a través del espéculo, apenas ofrece informacion, es
necesario el uso del colposcopio para estudiar e identificar cambios minimos inapreciables
a simple vista, que son la manifestacion de alteraciones patoldgicas, pudiendo diferenciar
el tejido normal del anormal, asi la morfologia de las lesiones o procesos patologicos y
localizar el area mas sospechosa para obtener una biopsia. Los hallazgos anormales
durante una colposcopia pueden ser: patrones anormales en los vasos sanguineos, parches
blanquecinos (visibles por la aplicacién de acido acético en la zona de la lesion) en el
cuello uterino y areas inflamadas, erosionadas o atroficas (tejido desgastado). Cualquier de

estas anomalias puede sugerir cambios precancerosos y cancerosos @ 416894

La colposcopia no tiene indicacion en el cribado poblacional, se ha reservado para el
estudio de las mujeres con citologia anormal o si las caracteristicas clinicas lo aconsejan.
En general, la colposcopia esté indicada en: Diagndstico de la citologia anormal; mujeres

VPH-AR positivas mayores de 30 afios; Cuello clinicamente sospechoso, incluso si la
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citologia es normal; evaluacion de lesiones de vagina, vulva, y ano; seguimiento sin

tratamiento de mujeres seleccionadas con un diagnéstico de LIE-BG;

Fig
ura

Nro

20.
Col

pos

m

cop

El estudio colposcépico cuenta con los siguientes pasos: Anamnesis; Evaluacion clinica de
los genitales externos; Aplicacion del espéculo dentro de la vagina, debe ser introducido
sin lubricantes y evitando traumas cérvico-vaginal; obtencion de muestras para examen
bacterioldgico; Obtencion de muestra exo y endocervical; Observacion directa del cérvix,
limpieza de secreciones o moco con solucion fisioldgica y vision eventual con el uso de
filtro verde; observacion colposcopica después de aplicar solucion de acido acético al 5%
con torunda y observacién de los cambios graduales que se producen en los epitelios, (test
de IVA: inspeccidn visual con acido acético); aplicacion de Lugol y observacion de los

cambios (test de Schiller) &8,

2.10.2.2.1 Reporte de resultados
La clasificacion Internacional comprende lo siguiente: 1) hallazgo colposcopico normal:
Epitelio estratificado escamoso originario; Epitelio cilindrico; Zona de transformacion. 2)

Hallazgo colposcopico anormal: a) zona de transformacion atipica: Mosaico; Punteado;

Epitelio blanco; Queratosis; Vasos atipicos. b) carcinoma invasor sospechoso. 3) Hallazgo
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colposcapico insatisfactorio (linea escamo-cilindrica no visible. 4) Varios: Modificaciones

inflamatorias; Modificaciones atréficas; Condilomas; Papiloma .
2.10.2.3 Test de IVA

Consiste en observar el cuello uterino (CU) a simple vista después de limpiar el CU con
acido acético, la finalidad es identificar las zonas blanquecinas (lesion acetoblanca)
temporales que se forman tras su aplicaciéon lo cual indicaria areas de epitelio anormal,

metaplasico, displasico, anaplasico y posible presencia de VPH € %0,
2.10.2.4 Test de Schiller

En 1928 Hinselmann describe como primer método la prueba de Yodo enunciada por
Schiller que permitia, destacar el epitelio anormal. La formula usada era de yodo puro,
yodato de potasio y agua destilada. Una vez aplicado el yodo se espera que el epitelio
normal se tifia de color café por la presencia de glucogeno y el epitelio anormal no

presentaba tincion &4 68 79.89)

2.10.2.,5 Histopatologia

Este método permite realizar el diagndstico definitivo de la lesion. Se lo realiza localizando

la zona afectada a través de un colposcopio y posteriormente se toma una muestra de dicha

zona para ser analizada al microscopio. Estas muestras son transferidas a patologia ' **

41,89)
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Biopsia de cono frio;

Se extrae un drea grande de tejido
de alrededor del cuello uterino para
examinarlo

N Cuello uterino
7 vistoatraves

Biopsia cervical ("con sacabocados’):
se toman pequenas muestras de
tejido del cuello uterino y se las YL
examina para hallar enfermedades %

u otros problemas \

Cuello uterino visto
a traves del especulo

del especulo, con la paciente en
con la paciente posicion de litotomia
en posicion de
litotomia

Figura Nro. 21. Biopsia *

El estudio histopatol6gico es el método mas exacto y seguro para establecer el diagnéstico
de la neoplasia intraepitelial cervical. Dado que la neoplasia intraepitelial es una lesion
superficial, el objetivo de la biopsia es remover un fragmento de tejido superficial con

inclusion del epitelio y cierta cantidad del estroma subyacente ©&89).

2.10.2.5.1 Reporte de resultado

El resultado histopatolégico puede indicar: Tejido de Cérvix normal; cervicitis aguda o
crénica; infeccion viral (herpes tipo Il, VPH); Displasia leve, (NIC 1), (LIE-BG); Displasia
moderada, (NIC II), (LIE-AG); Displasia severa, (NIC IlI), (LIE-AG); Cancer in situ (NIC
I11),(LIE-AG); Céncer microinvasor; Cancer invasor; Adenocarcinoma endocervical o
endometrial; Sarcoma y otros tumores;, Maligno no especificado o insuficiente para

diagnstico €%,

81



Carrera de Bioquimica/FCFB-UMSA Instituto SELADIS

2.10.3 Pruebas Moleculares

Las técnicas moleculares son altamente sensibles y especificas, sin embargo, en los
programas de tamizaje o Screening, estas técnicas no se aplican debido al elevado costo a
la carencia de un tratamiento eficaz para eliminar la infeccion o incluso prevenirla. La
Unica opcion es la vigilancia intensificada para la portadora de VPH de alto riesgo. Hoy en
dia se esta considerando la incorporacion de una técnica molecular complementaria a la
citologia cervical, por su capacidad de detectar VPH en el caso de que la citologia sea
normal y de informar la presencia de VPH-AR. Existen varios procedimientos

moleculares para la identificacion del VPH © 4% 89 93,96, 101)

que incluyen el Southern
Blotting, Dot Blot, Hibridacion in situ o Hibridacion in situ utilizando filtros. Estos
procedimientos utilizan un principio similar: la hibridacion de DNA diana, una vez
extraido, fragmentado y separado de las células del exfoliado, con cadenas
complementarias de ARN o DNA marcadas con moléculas radioactivas, o colorimétricas
(sondas), de manera que se puedan identificar las secuencias de DNA correspondientes a
determinados tipos de VPH. Algunas de estas técnicas, como el Southern-Blotting, pueden
alcanzar una gran sensibilidad y especificidad. No obstante presentan suficientes
inconvenientes, o bien necesitan grandes cantidades de DNA viral o bien son de uso
demasiado complejo como para utilizarlas en programas de deteccién precoz, o que tienen

pobre sensibilidad y especificidad en el caso de la hibridacién in situ utilizando filtros **
89).

Los procedimientos, técnicas a ser utilizados en la practica clinica deben ser de manejo
sencillo y de féacil interpretacion, es preferible que sean automaéticas o semiautomaticas, y
presenten una fiabilidad, sensibilidad y especificidad aceptable para la deteccion de un
amplio espectro de tipos de VPH, ademas de resultar coste-efectivas. A la fecha el test de
Captura de Hibridos 2 (Hybrid Capture, Digene Diagnostic) aprobado por la FDA (Food
and Drug Administration of EEUU), y la Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

presentan valores altos de sensibilidad y especificidad, y pueden ser utilizadas a gran
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escala de manera automatizada o semiautomatizada. Actualmente estos son utilizados para

el diagnéstico v la tipificacion de VVPH (4 54 58.89.101)
2.10.3.1 Ensayo de Captura de Hibridos 2 (hc2) 6 test de DNA del VPH-hc2

En la actualidad, la técnica de Captura de Hibridos 2 es el gold estandar de la industria para
la deteccion del DNA del VPH. Es la tnica prueba aprobada por la FDA % para realizar
examenes diagndsticos en muestras de cuello uterino. La prueba detecta la presencia de
hibrido de DNA-ARN que son formados por la adicion de un cocktail (mezcla) de sondas
de ARN para 13 tipos de VPH de alto riesgo y potencialmente oncogénicos (VPH 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68). La prueba es de tipo semicuantitativa y su
resultado es un reflejo de la carga viral, informacion util para el seguimiento de las

pacientes (89, 96, 101, 102,)

Ademas, hoy en dia la utilizacion del test de DNA del VPH-hc2 en combinacion con la
citologia cérvico vaginal (CCV) ha demostrado tener una mejor sensibilidad que
cualquiera de estas pruebas por separado (98.8% al 100%). La especificidad varia entre el
78% y el 98%, el valor predictivo negativo de ambas pruebas (hc2 + CCV) es del 100%.
En los altimos estudios se muestra como este valor permanece elevado a través del tiempo.
La evidencia apoya que la prueba hc2 junto con la CCV es costo-efectiva al permitir
aumentar el intervalo de tamizacion de la poblacion femenina sin riesgo. Las dos pruebas

negativas predicen con seguridad que el riesgo de desarrollar CCU a 5 afios es casi cero
14,58, 79, 97, 113)

2.10.3.1.1 Principio del procedimiento
El ensayo se basa en la hibridacion de acidos nucleicos con amplificacion de la sefial y

deteccion por quimioluminiscencia. EI DNA celular extraido se hibrida con una sonda de
ARN especifica de VPH. Los hibridos de DNA-ARN resultantes son identificados por
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conjugados con fosfatasa alcalina y se detectan mediante un sustrato quimioluminiscente
(14, 21, 58, 89, 101)

Varias moléculas de fosfatasa alcalina se conjugan con cada anticuerpo. Un gran nimero
de anticuerpos conjugados se unen a cada hibrido capturado, amplificando asi
significativamente la sefial. A medida que la fosfatasa alcalina unida degrada el sustrato, se
emite luz, que se mide en unidades de luz relativas (ULR) en un Luminémetro. La

intensidad de la luz emitida indica la presencia o ausencia del DNA diana en la muestra *

93, 101, 102)

Figu
ra
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21

Una determinacién de ULR igual o superior al valor de corte indica la presencia de
secuencias de DNA del VPH de alto riesgo en la muestra, un ULR equivales a 1pg/ml. Una
determinacion de ULR inferior al valor de corte indica la ausencia de las secuencias de
DNA del VPH de alto riesgo o en cantidades inferiores al limite de deteccion del ensayo.
Este método fue validado en diferentes estudios que comprueban su alta especificidad,
sensibilidad, reproducibilidad, por lo que es utilizado en laboratorios eficientes para el

diagndstico de VVPH v la identificacion de variantes oncogénicos ©& %7102,
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2.10.3.1.2 Aplicaciones clinicas del ensayo hc 2

a) Tamizacion primaria

En numerosos trabajos publicados sobre tamizacion primaria se ha demostrado que
la prueba HCII de VPH de alto riesgo es reproducible y sencilla de realizar con
unos costos relativamente bajos. La prueba se puede usar dentro de los programas
de tamizacion ya sea asociado a la CCV o como test inicial seguido de la CCV para
los casos positivos. Por otra parte la Agencia para investigacion en cancer (IARC)
ha concluido que hay suficiente evidencia que el test de DNA del VPH-hc2 puede
reducir la incidencia y mortalidad por CCU. La recomendacion indica comenzar
con la prueba més sensible que es la hc2 y si el resultado es positivo usar a

continuacion el ccv @90,

Mujeres 25-64 a.
Prueba de VPH
Negaivo Positivo
Préxima revisién a los 5 afios Citologia
Nomal o
Borderline > leve

VPHYy citologia Colposcopia
en 6-12 meses

Citologia neg VPH pos & | VPH neg &
test deVPH neg Citologia neg or borderline | Citelogia borderline Citologia = Leve
Préxima revision a los 5 afios VPHYy citologia Colposcopia

en 6-12 meses

Figura Nro. 23. Algoritmo propuesto para cribado *
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b) Estudios de citologias dudosas (ASC-US)

La utilidad de hc2 en el estudio de las citologias reportadas como ASC-US (células
Escamosas Atipicas de Significado Indeterminado), fue llevado a cabo por un
grupo multicéntrico que comparo tres estrategias de manejo clinico: a) remision a
estudio de colposcopia inmediata, b) seguimiento con citologias repetidas y c)
realizacién de la hc2 identificando los casos relacionados con VVPH de alto riesgo y
la remisién a colposcopia de estos casos. Los resultados de estos estudios que
incluyeron cerca de 5000 mujeres han demostrado que la hc2 es 14% mas sensible
que la CCV repetida para detectar LIE-AG, permitiendo hacer un diagndstico
inmediato a diferencia de la citologia que demora hasta dos afios en hacer el
diagnostico. Cerca del 50% de los ASC-US son positivos para VPH-AR, lo que
permite estratificar los casos que deben ser estudiados con colposcopia. La
estrategia de realizar la prueba hc2 en cuanto a costo es mas efectiva que otras

estrategias 212,

Otra meta-analisis mas reciente confirma los resultados de sensibilidad y
especificidad de la hc2 en el estudio de las citologias ASC-US. En el afio 2001, el
consenso de expertos organizado por la ASCCP (Sociedad Americana de
Colposcopia y Patologia Cervical), publicé las guias de manejo de mujeres con
anormalidades citol6gicas en donde se incluia las pruebas de tipificacién viral para
el estudio y manejo de ASC-US, y desde entonces las diferentes guias de manejo

clinico las han incluido en sus algoritmos ©° 9.,
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‘ (ASC-US)
I .
) Prueba VPH ADN
Repetir citologia Preferible si se usa
Alos 4-6 meses citologia liquida
Negative = ASC ) VEH PDSiIi\!’D . VPH Negnri.\rn
(tipes de alte riesge)| | (tipes de abe riesga)
Repetir citologia ‘ 1 Repetir Citelogia
a los 4-6 meses | a los 12 meses
Negativo| | = ASC ! Colpospgin |
Tamizaje ’ . Manejo segin
de rufing Mo hay NIC/Cancer NIC/Cancer las guis de ASCCP
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o desconccide (para fipos de alto riesgo)
Repetir citologia ] Citol - ia | = ASC = & VPH positive Repetir Colposcopia
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' o Prueba de VPH ADM a los 12 meses Megativa ———  Tamizaje de ruting

Figura Nro. 24. Guia de historia clinica de Mujeres con Células Escamosas Atipicas
de Significado Indeterminado (ASC-US)

c) Seguimiento del tratamiento de LIE-AG

La deteccion del DNA de VPH ha demostrado gran utilidad en el seguimiento de
las pacientes tratadas por LIE-AG, como un marcador de curacién después del
tratamiento. Esto se basa en el conocimiento de que si no se detecta el DNA de
VPH en este grupo de pacientes, la probabilidad de recurrencia es muy baja. En un
meta-andlisis se analizaron los estudios publicados entre 1996 y 2003 respecto a
cuél era la mejor estrategia para el seguimiento de las pacientes tratadas por LIE-
AG. En el estudio se compararon el test de VPH-hc2 para VPH-AR y la CCV para
predecir lesion residual o recaida. En este meta-analisis, se encontr6 un valor
predictivo negativo (VPN) para el test VPH-AR- hc2 del 98% y para la CCV del
93%. Cuando el test VPH-AR-hc2 se realizd en conjunto con la CCV la
sensibilidad fue del 96% y el VPN del 99%, constituyéndose la asociacion de VPH-

87



Carrera de Bioquimica/FCFB-UMSA Instituto SELADIS

AR-hc2 y la CCV como la mejor metodologia de seguimiento. El alto valor
predictivo negativo es el que tiene mayor aplicacion clinica para descartar riesgo de
recaida o persistencia. Con estos hallazgos los autores proponen un esquema de
seguimiento en el cual se practica citologia y el test VPH-AR-hc2 a los 6 meses, si
los resultados son negativos para enfermedad residual el nuevo control se hace a los
12 meses y si este continua siendo negativo la paciente pasard a esquemas
rutinarios de tamizacion, en caso de ser positiva el test VPH-AR-hc2 y o la

citologia, se deben realizar estudios complementarios: colposcopia y biopsia ©* 9.

2.10.3.2  Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Este método de amplificacion de acidos nucleicos (PCR), tiene una excelente sensibilidad
(10-40 copias virales) y especificidad (100%) y se constituye en la técnica de eleccion para
diagnosticar enfermedades genéticas, parasitarias, bacterianas y virales. La PCR (del inglés
de Polymerase Chain Reactién o Reaccion en Cadena de la Polimerasa). Se basa en
sintetizar “n” veces un fragmento de DNA utilizando una polimerasa que puede trabajar a
temperaturas muy elevadas, ya que proviene de la bacteria Thermus aquaticus que vive a
altas temperaturas (79°C a 85°), de ahi su nombre comercial mas conocido: Taq
polimerasa. Cuando se realiza una reaccion de PCR simulamos lo que sucede en una célula

cuando se sintetiza el DNA, in vitro esto incluye: La DNA polimerasa; El DNA molde,

que contiene la regién de DNA que se va amplificar; Dos oligonucleétidos (llamados

también primers, iniciadores, cebadores, “oligos”, etc.), que son cada uno complementarios
a una de las dos hebras del DNA. Son segmentos de DNA de cadena simple, cortas entre

seis y cuarenta nucleétidos, normalmente de 18 a 22; dinucle6tidos (ANTPs), como

sustratos para polimerizar nuevo DNA,; y las condiciones para que la enzima realice su

funcion: pH; lones divalentes, podria usarse (Mg®*) en forma de MgCl,, KCI, dependiendo
(104, 106, 107, 110)

de cada polimerasa, que actian como cofactor de la polimerasa
Para el caso de VPH, el DNA extraido y purificado de muestras clinicas se amplifica por

PCR empleando iniciadores (“primers”) que permiten amplificar un fragmento del gen L1
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del genoma viral. Por este método es posible detectar, practicamente los 40 VPH que
infectan el tracto anogenital en una sola reaccion, los iniciadores mas utilizados
actualmente son: PCR (MY09/11), permite identificar a los 40 tipos que infectan el tracto
genital; PCR (GP5/GP6), permiten identificar a 37 tipos que infecta el tracto anogenital y
PCR (L1C1/L1C2), permiten identificar a 37 tipos que infectan el tracto anogenital. Para
realizar la técnica PCR es preciso disponer de laboratorio y personal especializado, dada la
posibilidad de contaminacién cruzada y de interpretacion diagndstica errénea si no se tiene

el material y entrenamiento adecuados © *# 41 30 54 106,107, 110)

El proceso incluye la fase de desnaturalizacion, durante la cual las dobles cadenas del
DNA se abren o desnaturalizan, quedando en forma de cadenas sencillas; lo que ocurre a
93-95° C; a continuacion se inicia la fase de alineamiento o hibridacion, que permite el
“apareamiento” de cada una de las dos cadenas cortas de los oligonucledtidos con las
hebras separadas del DNA molde. Luego se inicia la fase de Elongacion o Polimerizacion
(72°C) temperatura a la cual la polimerasa alcanza su méxima actividad, de extension de
oligonucleotidos, sintetizando las secuencias complementarias de las hebras del DNA
molde en direccion 5" a 3". Al cabo del primer ciclo de tres reacciones (desnaturalizacion,
apareamiento y extension) el tramo de DNA elegido se ha duplicado y el doble de su
cantidad original se encuentra disponible para ser nuevamente replicado en un segundo
ciclo y asf sucesivamente (%4 106.107.110) ' pagnés de estos ciclos, finalmente se produce la
Elongacion final que se lleva a cabo a una temperatura de 70 a 74° C durante 5 a 15
minutos tras el dltimo ciclo de PCR. Con esta fase se asegura que cualquier DNA de

cadena simple restante sea totalmente ampliado.
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2.11 Tratamiento

No existe un tratamiento especifico que erradique el DNA viral. La eleccion del
tratamiento depende del tamafio y extensién de las lesiones. En si se utilizan varios
tratamientos dependiendo de la recidiva, persistencia y del grado (alto y bajo) de las
lesiones. Los tratamientos especificos como crioterapia, laser (para lesiones cervicales),
acidotricloroacético, laser de CO2, crioterapia (para lesiones vaginales), Podofilinotoxina
al 0,55%, imiquimoid al 5%, crioterapia, técnicas quirargicas, laser de COyy otros
(lesiones vulvares y genitales externos). En el caso del tratamiento para CCU se sigue un
protocolo, es decir, un conjunto de normas (plan de tratamiento) basadas en la experiencia
cientifica. Estos protocolos que se emplean de forma generalizada en todos los hospitales,
recogen las indicaciones o limitaciones de tratamiento en funcion de una serie de factores:
edad de la paciente, fase en la que se encuentra la enfermedad, si existen otras
enfermedades conjuntas y otros. Por lo que el tratamiento no serd el mismo en todas las
pacientes. Los tratamientos empleados en el cancer de cérvix generalmente son la cirugia,

la radioterapia y la quimioterapia o una combinacién de métodos ® 919 94.99.103,105)
2.12 Prevencion/ Profilaxis de la Infeccién por VPH

Existen varios métodos de prevencion de la infeccion y desarrollo de las lesiones causadas
por VPH. Entre estos se incluyen la abstencién de toda actividad sexual; tener menos
parejas sexuales y evitar las relaciones sexuales con personas que han tenido muchas
parejas sexuales. Los condones proporcionan proteccion (pero no del todo). Para personas
que no han iniciado una vida sexual las vacunas profilacticas pueden proteger de algunos
tipos de VPH, sin embargo no necesariamente aseguran la proteccion contra todos los tipos
de VPH? Ademas en nuestro medio no se sabe si estas vacunas causaran cierto grado de
proteccion, ya que aun no se conoce los tipos de VPH que prevalecen, debido a falta de

estudios @9 77 103, 108)
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Es recomendable que todas las mujeres desde el inicio de su vida sexual, se realice un
control ginecoldgico cada afio, con la realizacion del examen citolégico (Papanicolaou). El
estudio indicara la presencia o ausencia de células anormales en el cérvix *, En caso de
que existiera anormalidad celular, permitira proseguir con otros examenes como
Colposcopia, Biopsia, para poder definir el grado de la lesion y asi poder dar un

tratamiento especifico % 6 77103,

Entre las vacunas profilacticas contra el virus del papiloma humano, se hace referencia a
la vacuna cuadrivalente o tetravalente denominada Gardasil, autorizada en 2006, contiene
particulas similares a virus de los genotipos 6,11, 16 y 18. La vacuna se produce utilizando
levadura como sustrato y contiene sulfato de hidroxifosfato de aluminio amorfo como
adyuvante, protege contra el desarrollo de las infecciones de 4 tipos de VPH 6, 11, 16 y 18,
y muestra una eficacia del 96% frente a infeccion persistente del 100% a los 5 afios frente a
la neoplasia intraepitelial cervical (NIC) 2-3 y a los 18 meses frente a Neoplasia
intraepitelial vulvar (NIV) y verrugas genitales. (Toda vez que la mayoria de
condilomas son producidos por los VPH 6 y 11 responsables de la mayoria de las
enfermedades relacionadas con el VPH, como el cancer de cérvix, vagina, ano, vulva,
verrugas genitales y papilomatosis respiratoria recurrente). El objetivo de esta vacuna
preventiva es crear anticuerpos que favorezcan a la respuesta inmune humoral en personas
no infectadas, activando respuestas rapidas y eficaces para controlar el VPH si alguna vez
la persona entra en contacto con este virus. De acuerdo a datos que se tienen, el uso de la
vacuna en Espafia, antes del inicio de las relaciones sexuales (9 y 14 afios) conseguird una
reduccion muy importante de la enfermedad, siempre y cuando existan coberturas

vactnales por encima del 80% (15 54 68,104, 108)

La segunda vacuna contra la infeccion por VPH es bivalente, de nombre comercial
Cervarix, fue autorizada en 2007. Contiene particulas similares a virus de los tipos 16 y 18
del VPH, por lo tanto es activa frente a los tipos de VPH 16 y 18, la eficacia es del 100% a

los 5 afios frente a infeccion persistente y NIC (& 131254, 68, 104, 108)
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Algunos estudios con Cervarix que avaltan la proteccion cruzada frente a otros tipos de
VPH, destacando el 31 y 45, que son el tercer y cuarto tipo oncogénico mas prevalente en
el mundo, también el VPH 52 y 58. Sin embargo a aquellas mujeres infectadas por algun
tipo de VPH, con la administracion de la vacuna podria evitar la infeccion por los tipos

restantes (7 39 68,77, 108)

También se estan desarrollando otras vacunas, no solo con efectos profilacticos, sino
terapéuticas, con el objetivo de prevenir la aparicion de lesiones cancerigenas desarrolladas

en personas infectadas por VPH?. Estas vacunas aun requieren de estudio avanzado © 3

>4 68, 77, 108) v/ finalmente como varios estudios indican que los varones pueden resultar
vectores del VPH, es recomendable el uso de conddn; sin embargo el método no es
suficiente. También se plantea la circuncision como procedimiento para la reduccion de

adquisicion y transmision del virus @5 383977
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3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

EL CCU es un grave problema de salud publica mundial. EI CCU es el segundo tipo de
neoplasia mas frecuente en las mujeres de todo el mundo después del cancer de mama. Si
bien, aproximadamente el 90 % de los casos de CCU son causados por VPH, no todas las

infecciones por VPH desencadenan CCU.

La mayoria de las infecciones incluyendo aquellos causados por VPH oncogénicos 16 y
18, se resuelven espontaneamente en 1 a 2 afios sin terapia, tratamiento alguno y sin

secuela clinica para la paciente. Sin embargo el CCU es altamente prevalente.

Esta demostrado que los VPHs de alto riesgo son responsables de multiples lesiones
anogenitales tanto en varones y mujeres, algunos de estos genotipos virales tienen
capacidad de persistencia, lo que conduce al desarrollo de lesiones precancerosas y cancer.
Sin embargo también, existen varios factores de riesgo que favorecen el desarrollo de
CCU; entre estos el consumo de tabaco, alcohol, el uso de anticonceptivos orales, la
multiparidad, el nimero de parejas sexuales, edad de inicio de actividad sexual. La
existencia de estos cofactores potencia/conduce a la persistencia del VPH y a la progresién

de las lesiones hasta establecer el cancer.

En nuestro medio la prevalencia y mortalidad de mujeres por CCU, es preocupante por su
frecuencia y el impacto negativo social y econdémico en la poblacion, cada dia fallecen 3-5

mujeres por CCU de cada 100.000 mujeres.

Los estudios hechos son insuficientes para establecer la situacion real de VPH en nuestra
poblacion, principalmente de los virus de alto riesgo oncogénico y de los factores que
promueven la persistencia del virus. ElI conocimiento del rol de VPH en lesiones
intraepiteliales y cancer como la circulacion de VPH de alto riesgo oncogénico en

poblacion femenina permitira establecer la importancia de este virus en nuestra poblacion,
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y si este se relaciona con la alta prevalencia de CCU en nuestro medio. Ademas de
establecer los cofactores de riesgo de nuestra poblacién: consumo de tabaco, alcohol,
anticonceptivos orales, multiparidad, aborto, cesaria etc., que ayuden a la persistencia de

este virus para el desarrollo de cancer.

En este estudio se plantea la determinacion de VPH de alto riesgo en poblacion femenina,
para lo cual se utilizara el ensayo de Captura de Hibridos de VPH de alto riesgo (hc2-AR)
el Unico ensayo aprobado por el FDA y UE para el diagnostico. Esta prueba tiene una
sensibilidad de 94-96% y tiene un valor predictivo negativo mucho mayor que el de la
citologia cuando esta se la utiliza como Unico ensayo Varios estudios han demostrado que
la determinacion de VPH, permite extender los intervalos de seguimiento citologico sin
riesgo hasta por cinco afios de la paciente VPH - AR (-) o VPH de bajo riesgo. Este
examen reduce el gasto de la revision ginecologica preventiva, que conlleva para los

sistemas sanitarios cuando se practica el PAP anualmente ©% 9799 113)

Como el ensayo identifica de modo integral los 13 VPH oncogénicos mas frecuentes, las
muestras positivas seran luego analizadas utilizando también técnicas moleculares como la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), para tipificar presuncion de VPH 16 y 18.
Esto permitira conocer la frecuencia de VPH de alto riesgo oncogénico en nuestra
poblacion (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68) y determinar la importancia
de VPH 16 y VPH 18. Esto podria contribuir a analizar la utilizacion de las vacunas
Gardasil y/o Cervarix, y su conveniencia de aplicacion en nuestra poblacion (;Seran
adecuadas para prevenir las infecciones causadas por el VPH en nuestra poblacion?, toda

vez que estas protegen solo contra algunos tipos de VPH 6, 11,16 y 18).
Asi mismo, ademas con ayuda de un cuestionario realizado a la poblacién en estudio, se

podra analizar, la posible relacion del VPH y cofactores de riesgo para el desarrollo de
CCuU.
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4.

HIPOTESIS

4.1 Hipdtesis General

En base a los factores de riesgo de infeccion por VPH el CCU vy las caracteristicas
socio-culturales de la poblacién en estudio, se plantea que la frecuencia de VPH-AR de
la ciudad de La Paz es menor a la ciudad de Santa Cruz en las gestiones 2010 y 2011.

4.2 Hipotesis Especificas

e La frecuencia de infeccion del VPH-AR es mayor en mujeres menores de 40 afios

en ambas poblaciones estudiadas.

e EIl consumo de tabaco, alcohol y anticonceptivos orales est4d asociado con la
presencia de VPH-AR/CCU, es importante en la poblacién VPH-AR/CCU positiva.

e EIl nimero de partos, cesareas y abortos influyen en el aumento de la frecuencia de

casos positivos para el VPH-AR.

e La frecuencia de VPH 16 es mayor en relacion a la frecuencia de VPH 18 en ambas

poblaciones de estudio.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar y relacionar el virus de Papiloma Humano — Alto Riesgo (VPH-AR)
oncogénico con factores de riesgo en la poblacion femenina de la ciudad de La Paz
y Santa Cruz en Bolivia que asistieron a consulta ginecoldgica del Hospital de La
Mujer y El Torno respectivamente, en el segundo semestre de la gestion 2010 y

primer semestre de la gestion 2011

5.2 Objetivos Especificos.

Determinar casos positivos para VPH-AR en las poblaciones de estudio de la

ciudad de La Paz y de la ciudad de Santa Cruz en relacion a la Edad.

Evaluar el probable rol del consumo de tabaco, alcohol y anticonceptivos orales de

la poblacion en estudio con relacion a los casos positivos para VPH-AR.

Determinar el niUmero de partos, abortos, cesareas de la poblacion en estudio con

relacion a los casos positivos para VPH-AR.

Determinar la presencia de los genotipos oncogénicos VPH-AR 16 y 18, en la
poblacion positiva para VPH-AR.
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6. DISENO METODOLOGICO

Consulta Externa Consulta Externa
Hospital de la Mujer, Ciudad de la Paz Hospital El Torno, Ciudad de Santa Cruz
- Consentimiento Informado Andlisis demografico y
- Encuesta demografica y cultural :> cultural

2

Muestra cervical por cepillado
Transporte a laboratorio bajo condiciones controladas (aislamiento, 4° C)

1

Denaturalization del genoma
=
Hibridacion DNA-ARN viral de 13 genotipos de VPHs de Alto
Riesgo:16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59 y 68 por hibridacion in situ

N~

Captura de Hibridos DNA-ARN con Anticuerpos especificos
y determinacidn semicuantitativa por quimioluminiscencia

N
Ry

Muieres < 40 Muieres > 40

U U

Genotipificacion por PCR de VPH 16y 18

A

Determinacion de la frecuencia de los tipos

de VPH de alto riesgo en la ciudad de Santa
Cruzy la ciudad de La Paz

[ Correlacion de Datos ]

ANALISIS / REPORTE DE RESULTADOS @
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Tipo de estudio

El presente estudio es de tipo explorativo descriptivo basado en la comunidad de cohorte

transversal.

7.2 Tamafio de muestra

Universo de mujeres que cumplen criterios de inclusion, que acuden a consulta externa, en
el Hospital de La Mujer en La Paz y El Torno en Santa Cruz durante el segundo semestre
de la gestion 2010 y primer semestre de la gestion 2011. El presente trabajo es de tipo
explorativo inicial sobre la determinacion de la presencia de VPH —AR en la poblacion;
por no existir estudios previos de referencia, es que se tomaron muestras a la poblacion,
logrando obtener 83 muestras en la poblacion de La Paz y 77 muestras en la poblacién de

Santa Cruz.

7.3 Descripcion del ambiente de Investigacion

El estudio se llevo a cabo en la Unidad de Virologia, Inmunidad e Infeccién, del Instituto
de Servicios de Laboratorio de Diagnostico e Investigacion en Salud — SELADIS, de la
Universidad Mayor de San Andrés. El Instituto SELADIS, es una institucion Universitaria
con capacidad para desarrollar investigacion, ensefianza e interaccion Social en diferentes
areas Biomédicas. El presente estudio es desarrollado en el marco del Proyecto
Internacional para el estudio de “CCU en mujeres Bolivianas y el VPH” financiado por
AECID, la Universidad de Elche, Espafiay la Embajada de Espafia en Bolivia, mediante el
cual se logro el financiamiento para el estudio con la aplicacion de tecnologia molecular

aprobada por la FDA y la UE para la deteccion de VPH de alto riesgo.
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7.4 Poblacion en estudio

7.4.1 Criterios de Inclusién

e Poblacion femenina sexualmente activa
e Poblacion femenina bajo consentimiento informado y firmado.

e Mujeres hasta los 60 afios de edad.

7.4.2 Criterios de Exclusion

e Mujeres que no hayan iniciado actividad sexual
e Mujeres en periodo de gestacion
e Mujeres mayores a 60 afos de edad

e No aceptacion para la participacion en el presente estudio

7.4.3 Seleccion de pacientes e informe consensuado

Los cepillados fueron obtenidos por médicos ginecologos especialistas de pacientes que
aceptaron participar y contribuir al estudio de consultoria externa, con base en los criterios
de inclusion y exclusién, se seleccionaron a las pacientes, candidatas a incorporarse en el
estudio. Cada participante fue informada de la importancia del estudio, del porque debe
realizarse este examen y de los procedimientos a realizar en el momento de la toma de
muestra la cual sera realizada por su médico ginecologo. Se explico que el estudio era de
caracter gratuito y que los resultados serian reportados a su médico para complementar su
diagnostico clinico. Se le solicitd a cada una de las participantes su consentimiento por
escrito previo a la toma de muestra. En el estudio, se incluyeron asi un total de 160
pacientes, de las cuales 83 corresponden a la ciudad de La Paz y 77 a la ciudad de Santa

Cruz. Cada una de las participantes lleno informacidn socio-demogréfica.
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La encuesta se realizo con cada una de las pacientes, en instalaciones de los hospitales de
La Paz y Santa Cruz, para la aplicacion de la encuesta Socio Cultural, se definid
previamente la estructura, que consistia en los datos personales: Nombres, edad, estado
civil, habitos de vida cotidiana: consumo de Anticonceptivos Orales, bebidas alcohdlicas,
Tabaco; seguido de caracteristicas Gineco obstétricas. Esta informacion se aplico con las
reservas necesarias y el consentimiento de cada una de las pacientes, en forma individual
cuya constancia del consentimiento concluye con la firma al final de la encuesta por el
paciente, visto bueno del encuestador y supervision del médico de turno de la consulta.

7.5 Obtencion de la muestra bioldgica

La toma de muestra se realizd con cepillo citolégico y medio de transporte certificado y
validado para su uso con el ensayo de captura de hibridos. Una muestra recogida con dicho
dispositivo proporciona seguridad de que la cantidad de muestra sera suficiente para la
prueba VPH, comparada con una muestra de citologia y que es preservada hasta su ingreso

y andlisis de laboratorio.

Figura Nro. 25 Medio de transporte y cepillo citolégico *

Las muestras fueron obtenidas directamente del cuello uterino de las pacientes por el
ginecdlogo especialista al momento del estudio ginecoldgico. La muestra para VPH se

recolecto antes de obtener la muestra para la prueba de citologia cervical y antes de aplicar
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acido acético o yodo. Para la coleccion de muestras se siguid los siguientes

procedimientos:

a) Se retird el exceso de mucosidad del orificio externo del cuello uterino y de los

alrededores del exocérvix con una torunda de algodon.

Vw

ik i

—’N’\e@tt&mﬂ

Figura Nro. 26. Inicio del proceso de toma de muestra *

b) El cepillo fue introducido entre 1 y 1,5 cm en el orificio externo del cuello uterino
hasta que las cerdas exteriores del cepillo toquen el Exocérvix. El cepillo de giro tres

veces por completo en sentido contrario a las agujas del reloj.

- S

a

Tanal endocervical

Figura Nro. 27. Lugar de Toma de muestra. Canal Endocervical *°

c) Colectada la muestra el cepillo fue introducido en el tubo con medio de transporte para

preservar las células epiteliales hasta su procesamiento en el laboratorio.
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Figura Nro. 28. Finalizacion del proceso de Toma de Muestra *

d) Inmediatamente las muestras fueron transportadas al Laboratorio de Virologia y fueron
refrigeradas. ElI medio de transporte esta validado para preservar las muestras a
temperatura ambiente (15- 30°C) hasta 2 semanas. Una vez en el laboratorio, se pueden

conservar hasta 1 semana adicional a 4°C — 8°C y hasta 3 meses a -20°C.

Figura Nro. 29. Preservacion de la Muestra *°

7.6 Deteccion Molecular de DNA de VPH de alto riesgo

Para la deteccion de VPHSs de alto riesgo se implement6 y validé el ensayo de Captura de
Hibridos (hc2 High-Risk VPH DNA test, Digene, USA). Este ensayo molecular de
deteccion del DNA viral, es el estandar internacional para la deteccion del DNA del VPH
por quimioluminometro. Es el Unico ensayo aprobado por la FDA (Food and Drug
Administration USA) para realizar exadmenes en muestras de cuello uterino.
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Esquematicamente, el ensayo incluye las fases de la desnaturalizacion, hibridacion,
deteccion y amplificacion de la sefial por quimioluminiscencia en microplaca (Fig. Nro.
30).

Muestra Cervical

(Cepillado Cervical)

Liberacidn y desnaturalizacion del DNA del VPH mediante tratamiento alcalino con hidréxido de
sodio

Hibridacion del DNA con las sondas ARN especificas del VPH (Alto Riesgo: VPHs
16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59 y 68)

Anticuerpos de cabra policlonales anti-ARN: DNA en superficie de microplaca
(Captura de Hibridos)

[
Anticuerpos anti-ARN: DNA conjugados con fosfatasa alcalina
[

Sustrato Quimioluminiscente

Medicion de la luz emitida por luminometria

Figura Nro. 30. Esquema de la metodologia del ensayo molecular Captura de Hibridos

El ensayo detecta 13 genotipos de VPH relacionados con alto riesgo oncogénico (16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68) en células epiteliales cervicales. El ensayo fue
desarrollado de acuerdo a las instrucciones del fabricante; en el que se incluyen los

siguientes pasos:
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a) Desnaturalizacion del DNA viral

Para el desarrollo de cada ensayo se incluyeron tres controles negativos, tres controles
positivos de VPH de alto riesgo (HRC), un control de calidad de VPH de bajo riesgo
(QC1-LR) y un control de calidad de VPH de alto riesgo (QC2-HR). Después de la
preparacion e identificacion de todo el material utilizado (Reactivos, muestras y controles)
asi como la verificacién de funcionamiento de equipos; se adicion6 a cada muestra y
controles, 150 uL de reactivo de desnaturalizacion (una solucion diluida de hidroxido de
sodio, Na OH). Los tubos se agitaron por 10 segundos, (agitador de tubos para multiples
muestras Vortexer |) y posteriormente se incubaron en Bafio Maria a 65°C */.2 durante 45
minutos */-5. Paralelamente se prepard la sonda anti VPH de alto riesgo, por dilucion en
buffer carbonato.

b) Hibridacién molecular

Para trabajar con microvolimenes, se homogenizaron los controles de calidad, y muestras
desnaturalizadas, y se transfirieron 100 uL de cada uno a los pocillos respectivos de una
microplaca de 96 pozos de capacidad de 300 uL. La microplaca fue incubada por 10
minutos a temperatura ambiente (20 - 25°C) y se afiadié 25 uL de la sonda de VVPH de alto
riesgo a cada pocillo. La placa fue homogenizada por agitacion a 1100 rpm */.100 durante
5 minutos (*/.2 min). Luego, para lograr la hibridacion la placa fue incubada a 65°C por 1
hora. En esta etapa, las muestras que contenian el DNA diana se hibridaron con sonda de

ARN especifica anti- VPH de alto riesgo.
c) Captura de hibridos ARN:DNA
Para capturar los hibridos ARN: DNA, con ayuda de una multipipeta de ocho canales, se

traspaso el contenido de cada pocillo de la microplaca a los pocillos correspondientes de la

microplaca de captura. La microplaca de captura que contiene anticuerpos absorbidos con
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especificidad anti-ARN: DNA y las muestras respectivas fueron puestas en agitacion a
1100rpm (/. 100 rpm), a una temperatura entre 20 a 25°C, durante 60 minutos (*/. 5
minutos). En esta etapa los hibridos de ARN: DNA fueron capturados en la superficie de

los pocillos.

Los hibridos no especificos fueron eliminados por lavado con buffer fosfatos, por seis
veces, haciendo uso de un lavador automatico de placas (lavador automatico de placas | del
sistema de captura de hibridos).

d) Deteccion de hibridos ARN:DNA

Para esta etapa a cada pocillo de la microplaca se afiadid 75 uL de una solucién de
anticuerpos anti-hibridos ARN: DNA conjugados con fosfatasa alcalina. La placa se
incubd a 20° C por 45 minutos, al cabo del cual, el exceso de anticuerpos o anticuerpos
unidos inespecificamente fue eliminado por lavado con buffer fosfatos como fue descrito
previamente. Para la deteccion de sitos conjugados se adiciono 25 ulL de sustrato
quimioluminiscente y se incubo por 15 minutos a temperatura ambiente y se procedio a la

lectura.

e) Lectura e interpretacion de los resultados

La lectura de la microplaca de captura se realizo en el Luminémetro de microplacas
Digene 2000 (DML 2000) y el Software Digene Hybrid Capture System version 2 (DHCS
V.2). La emision de luz producida por la degradacion del sustrato a causa de la union a
fosfatasa alcalina es expresada en unidades de luz relativas (ULR). La intensidad de la luz

emitida indico la presencia o ausencia del DNA-VPH en la muestra biologica.

Se considerd un resultado positivo (presencia de secuencias de DNA del VPH de alto

riesgo en la muestra) si la determinacién de URL fue igual o superior al valor de corte y se
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considerd un resultado negativo (ausencia de las secuencias de DNA del VPH de alto
riesgo o bien, la presencia de niveles de DNA del VPH inferiores al limite de deteccion del

ensayo), si la determinacion de URL fue inferior al valor de corte
Para la validacion de los resultados, se llevo a cabo la calibracion del ensayo, garantizando
que, los reactivos, materiales de calibracion y control de calidad permitan la determinacién

precisa del valor de corte del ensayo. Para esto el ensayo en cada determinacion incluyo:

1. Calibrador o Control Negativo.- Se analiz6 por triplicado en cada ensayo. Para

que el ensayo sea vélido, la media del calibrador negativo debe ser > 10 y < 250
URL, asi mismo los resultados del calibrador negativo deben mostrar un coeficiente
de variacion (%CV) < 25%. De lo contrario el ensayo no es valido y es necesario

repetir el ensayo con todas las muestras.

2. Calibrador o control Positivo.- El calibrador para VPH de alto riesgo, también

fue analizado por triplicado en cada ensayo. Los resultados de todos los
calibradores deben mostrar un %CV < 15%. Si ¢l % CV es > 15%, se calculo la
media con dos valores de calibrador mas similares. Si la diferencia entre la media y
cada uno de los dos valores es < 15%, el ensayo fue considerado como valido. De
lo contrario es necesario repetir el ensayo con todas las muestras incluidas en el

ensayo.

3. Control de calidad.- Para el control de calidad, se incluyeron sondas VPH-6 (de

bajo riesgo, LR) y de VPH-16 (de alto riesgo, HR) clonados. Para validarse la
calidad del proceso, la relacion del valor URL/CO de cada control de calidad debe
encontrarse en el rango aceptable (ver cuadro N° 1). Si los valores de los controles

estuvieran fuera de rango, el ensayo no se considera valido y debe repetirse.
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Control Resultado esperado
de Tipo de VPH (Valor de RLU/CO)
calidad Sonda de VPH de alto riesgo

Minimo Miximo Promedio | % CV
QCI-LR | Bajo Riesgo (VPH 6) 0,001 0,999 05
QC2-HR | Alto Riesgo ( VPH 16) 2 8 5.0 25

| ]
L]

Cuadro Nro. 1. Control y Rangos de Calidad

Una vez validados todos los controles del ensayo, segun los criterios antes indicados, el
valor de corte para la determinacion de las muestras positivas fue calculado sacando el

promedio de los resultados del control positivo (cuadro N° 2).

Ejemplo de calculo del valor de corte:

Valores de RLTU de HRC

312
335
307

Media del valor de RLT =COWV 318

Cuadro Nro. 2. Calculo del valor de Corte
7.7 Andlisis Estadistico
El anélisis estadistico de los resultados se llevé a cabo empleando el programa Microsoft

Excel version 2007. Para determinacion del VPH de alto riesgo oncogénico en mujeres de

occidente y oriente de Bolivia.
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7.8 Genotipificacion de los Virus del Papiloma Humano VPH 16 y VPH 18
mediante el ensayo de Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Muestras cervicales positivas para VPH-AR con el ensayo hc2 fueron procesados para
identificacion y tipificacion de VPH 16 y 18 por procedimiento molecular de reaccion en
cadena de la polimerizacion. Para esto, se extrajo el material genético de las muestras

cervicales y se amplificé e identificd segun el siguiente proceso:

a) Extracciony purificacion del genoma en muestras cervicales

La extraccion de DNA se realizd en muestras que dieron positivas para VPH de alto riesgo
(16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59 y 68) mediante el procedimiento estandarizado y
validado en el Laboratorio de Virologia del Instituto de SELADIS '*® | Para esto, se
adicion6 un volumen de 300 uL de buffer de lisis (Tris 10 mM, SDS 0,5%, EDTA 20,
mM) 100 uL de suspension celular y se incub6 toda la noche a 37°C, por toda la noche
posteriormente, se adiciond 250 uL de fenol y 250uL de cloroformo (vol. /vol.), se

homogenizo y se centrifugd a 12.000 rpm durante 10 min.

Luego de la extraccion de acidos nucleicos de cada una de las muestras positivas para
DNA-VPH de alto riesgo, se procedidé con la separacién de la fase acuosa (donde se
encontraba el DNA), para esto se adiciond 1000 uL de etanol absoluto (insolubilizacién
del DNA), se centrifugd a 14.000 rpm durante 20 min.( precipitando el DNA
insolubilizado), se decanté el sobrenadante y el DNA purificado fue incubado a 4°C, el
tiempo necesario, para la evaporacion del etanol. El pellet se resuspendi6é con 50 uL de

H,O libre de nucleasas y se conservd a -20°C hasta la determinacién siguiente.
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b) Cuantificacion y determinacion de pureza de Acidos Nucleicos

La cuantificacién fue realizada por espectrofotometria, debido a que es un método rapido y
no destructivo y se utiliza para determinar concentraciones menores a 2,5 ug. /ml. La
medicion fue realizada a una longitud de onda de 260 nm, en el que el DNA tiene maxima

absorbancia.

Para la determinacion de pureza de los &cidos nucleicos obtenidos, se tomo en cuenta la
relacion de absorbancia entre 260 y 280 nm. Debido a que las proteinas tienen una
absorbancia maxima a 280 nm, principalmente por los residuos de triptéfano. La relacion
aceptable como Optimo de pureza es de 1,65 a 1,85. Un valor < 1,65 indica alta
contaminacion proteica y un valor > 1,85 indica contaminacion con fenol, ya que se trabajo
con este reactivo durante el procedimiento de extraccion.

Para la evaluacion de parametros de cantidad y pureza en cada una de las muestras se
prepar6 una dilucion 1:100, conservando el restante de los extractos de DNA a - 20°C para
su posterior tipificacion, (2 uL de muestra con 198 uL de agua libre de nucleasas como
diluyente). Posteriormente, se efectud la medicion de absorbancias a 260 y 280 nm en
cubetas de cuarzo. La cantidad de DNA en cada uno de los extractos fue determinado por
multiplicacion por el factor de dilucion (x 100). Para la lectura se alicoté 50 uL en las

cubetas de cuarzo.

Posteriormente los extractos de DNA fueron procesados para la identificacion de los

genotipos del Virus del Papiloma Humano VPH 16 y VPH 18 de alto riesgo oncogénico.
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c) Deteccion de VPH tipo 16 y 18 por Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Para la deteccién de los genotipos VPH 16 y VPH 18 se utilizé el set comercial VPH16/18
de SACACE Biotechnologies (44 Scalabrinistr, 22100, Italia) el cual fue utilizado de

acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Para esto se preparé la cantidad apropiada de tubos, incluyendo dos tubos adicionales; uno
para el control Negativo de amplificacion y otro para el control Positivo de amplificacion a
cada tubo se adiciond 10 uL de deoxinucleotidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) y 20 uL de
aceite mineral. Luego a cada tubo, correspondiente, se adicion0 10 uL de DNA extraido de
cada una de las muestras cervicales. De igual forma se adicion6 10 uL de Hy0 libre de
nucleasas al tubo de control negativo de amplificacion y 10 uL de DNA VPH16/18 al tubo
de control positivo de amplificacion. Luego, se transfirieron al termociclador programado

segun especificaciones del fabricante (Cuadro N° 3).

Paso Temperatura Tiempo Ciclos

1 95°C

2 95°C 5 min 1
D5 1 min

3 65 C 1 min 42
122C 1 min

4 72°C 1 min 1

5 4£C Conservacion

Cuadro Nro. 3. Amplificacion de DNA de VPH16/18
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d) Revelado de amplicones

El revelado se realiz6 por electroforesis en gel de agarosa al 1,2 % preparado con tampon
TBE 1X (Tris 446 Mm, Acido Boérico 446 mM y EDTA 10mM) como diluyente. EI gel fue
cargado con 20 uL de las muestras amplificadas (Muestras, controles positivo y negativo y
el control de peso molecular). Para el revelado de DNA se utilizo el reactivo fluorescente
EZ-Visién, en una dilucion 1 en 6. La corrida electroforética se llevo a cabo a un voltaje
de 150 Voltios, 350 mAmperios por 10 minutos, con tampén de corrida TBE 1X. Una vez
realizada la corrida electroforética las bandas fueron visualizadas en un transiluminador

con la incidencia de luz ultravioleta a 300nm de longitud de onda.

Los productos esperados corresponden a una banda de DNA de 425 pb para VPH 18 y una
banda de 325 pb para VPH 16.

e) Interpretacion de los resultados:

Los resultados fueron interpretados de la siguiente manera:

Banda Especifica | Banda Especifica
Control de 325 pb de 425 pb Interpretacion
H;0 hibre de nucleasas (C-) NO NO Resultado validado
ADN-VPH16(C+) SI NO Resultado validado
ADN-VPH18(C+) NO SI Resultado validado

Cuadro Nro. 4. Interpretacion de Resultados
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La especificidad analitica descrita por el fabricante del ensayo de tipificacion VPH 16/18
es de 100%, provista por el uso de iniciadores (primers) de Gltima generacién validados
con muestras negativas de un grupo control. Tampoco se observo reacciones cruzadas con
otros patdgenos. La sensibilidad analitica del ensayo es de 100% capaz de detectar hasta
500 copias/mL Los iniciadores utilizados permiten la amplificacion de fragmentos de la

region correspondiente al gen de expresion temprana E6.

f) Analisis Estadistico.

El analisis estadistico de los resultados obtenidos se llevé a cabo utilizando el programa

Microsoft Excel, version 2007.
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8 RESULTADOS

8.1 Poblacion en Estudio

El estudio contd con 160 participantes de las cuales 88 corresponden a la ciudad de La Paz
y 77 a la ciudad de Santa Cruz. Las caracteristicas de la poblacion incluida en el estudio se
describen en Cuadro Nro. 5. Las 160 participantes accedieron voluntariamente a participar
del estudio, firmando consentimiento informado para la encuesta y la toma de muestra para
diagnostico VPH (Anexo 1). Las muestras fueron colectadas en medio de transporte
certificado para su uso con el ensayo de captura de hibridos. Las muestras cervicales se
tomaron por los médicos ginecologos en consulta externa para examen ginecolégico en el
Hospital el Torno en Santa Cruz y del Hospital de La Mujer en La Paz. En la aplicacion de
las encuestas a las pacientes no se tuvo rechazo alguno a la aplicacién de las mismas.
Cuadro Nro. 5

Caracteristicas Socio Demograficas y Ginecoldgicas de la Poblacion en Estudio

VARIABLES DETALLE
NUmero de Participantes 83 77
Procedencia La Paz Santa Cruz
Edad (rango) 22 - 60 25 - 57
Consumo de tabaco 5 4
Usos Anticonceptivos orales 1 1
Consumo de bebidas 7 16
alcohdlicas
NUmero de Partos (rango) 0a8 0al0
NUmero de Abortos (rango) 0ab 0a3
Numero de Cesarias (rango) 0a3 0a4

113



Carrera de Bioquimica/FCFB-UMSA Instituto SELADIS

8.2  Frecuencia de VPH de Alto Riesgo Oncogénico en la Poblacion de Estudio

Las 160 muestras cervicales fueron analizados por infeccion por el virus del Papiloma
Humano de Alto riesgo que corresponden a 13 genotipos (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59 y 68) detectados con mayor frecuencia en lesiones de Alto grado (LIEAG) y
cancer cérvico uterino a nivel mundial, mediante la técnica de Captura de Hibridos 2(hc2)
aprobado por la FDA (Food and Drug Administration USA) para realizar examenes en
muestras de cuello uterino. La técnica obtiene resultados a través de lecturas por
quimioluminometro expresados en URL (Unidad de luz relativas) dando a conocer
presencia o ausencia del DNA del VPH-AR segun la intensidad de la luz emitida. El
cuadro Nro.6 muestra resultados de la poblacion positiva en el ensayo (valores > al valor

de corte del ensayo o COV).
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Cuadro Nro. 6

Muestras positivas por ensayo de la captura de hibridos para VPH de alto riesgo,
segun lecturas por quimioluminiscencia en unidades de luz relativas (URL)

. La Paz
Variable COV N° Participante Edad URL
31 35 692
41 28 1784
43 30 750
Grupo a): 64 39 3934
COV - 5000 74 29 1048
61 43 858
12 39 554
26 46 4274
54 26 27048
50((?1r u;) 05?)%).00 02 L 21728
69 44 33892
S o): 42 31 373721
~50001 . 45 26 356608
63 29 168204
. Santa Cruz
Variable COV N° Participante Edad URL
6 47 2699
Grupo a) 35 42 2681
COV - 5000 59 30 2709
75 54 379
30 32 24335
Grupo b) 49 47 9093
5001 a 50000 55 32 9623
72 27 22409
Grupo c) >50001 31 34 114027

Los resultados en el cuadro Nro. 6, fueron organizados en funcién a las URL obtenidos en
el ensayo, observandose diferencias en la cantidad de URL (a,b,c) desde valores cercanos
al COV (La Paz=439 URL y Santa Cruz=258 URL) a extremos francamente altos (La Paz
y Santa Cruz > 100.000 URL). Estas diferencias de sefial, podrian tal vez relacionarse con

la carga viral de infeccién al momento de la toma de muestra; asi mismo sugiere que la
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edad de los participantes no esta relacionada con la carga viral de la infeccién por VPH-
AR.

8.3 Diagnostico de VPH-AR en la poblacion en estudio

Los resultados obtenidos del diagnostico genérico de Infeccion por el Virus del Papiloma
Humano, muestran que en la ciudad de La Paz, el 17% (n=14/83) son positivas a la
deteccion molecular de DNA/VPH-AR y en Santa Cruz el 12% (n=9/77) son positivas a la
deteccion molecular de DNA/VPH-AR (Grafico Nro. 1). De acuerdo al lugar de residencia,
la frecuencia mas alta de infeccion por VPH de alto riesgo se registra en la ciudad de La
Paz.

88% (n=68)
83% (n=74)

FRECUENCIA %

17% (n=14)

12% (n=9)

LA PAZ (n=88) SANTA CRUZ (n=77)

H ADN/VPH POSITIVOS  m ADN/VPH NEGATIVOS

Grafica Nro. 1. Frecuencia de casos positivos de infeccion por virus del Papiloma
Humano de Alto Riesgo (VPH-AR) de la ciudad de La Paz y Santa Cruz. El 17% (n=
14) de las muestras de La Paz son positivas a la deteccion molecular de DNA/VPH-AR,
mientras en Santa Cruz fueron positivas el 12% (n=9/77).

Aunque, por las caracteristicas culturales y de adquisicién de la infeccion por VPH se

habria esperado mayor frecuencia de infeccion de VPH-AR en las mujeres de la ciudad de
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Santa Cruz, en comparacion con La Paz, este no fue el caso encontrando una mayor

frecuencia de infeccidn por VPH-AR en la poblacion estudiada de la ciudad de La Paz.

8.4 Correlacion del diagnostico de VPH-AR positivo con factores de riesgo socio

demograéficos de la poblacion en estudio.

8.4.1 Grupos etareos

De las 83 muestras analizadas de la ciudad de La Paz; 29%(n=6) corresponde al grupo
etareo de 20 a 30 afos, que dieron positivas a la infeccion por el VPH-AR; 17%(n=4) del
grupo etareo de 31 a 40 son positivas a la infeccion viral; 10%(n=3) del grupo etareo de 41
a 50 son positivas a la infeccion viral y 12%(n=1) del grupo etareo de 51 a 60 afios dio

positiva a la infecciéon por VPH-AR.

Por otro lado, de la ciudad de Santa Cruz se analizaron 77 muestras de las cuales el
14%(n=2) dieron positivas a la infeccidon por el VPH-AR correspondiente al grupo etareo
de 20 a 30 afios; 8%(n=3) del grupo etareo de 31 a 40 son positivas a la infeccién viral;
16%(n=3) del grupo etareo de 41 a 50 son positivas a la infeccién viral y 20%(n=1) del

grupo etareo de 51 a 60 dio positiva a la infeccion por el VPH-AR. (Grafico Nro. 2).
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LA PAZ SANTA CRUZ

. 92%
90% 88% 86% 84%

83%

80%

FRECUENCIA %

29%

20-30 31-40 41-50 51-60 20-30 31-40 41-50 51-60
Anos Anos Anos Anos Anos Anos Anos Anos

B VPH-AR POSITIVOS B VPH-AR NEGATIVOS

Grafico Nro. 2. Presencia de VPH-AR en Relacion a la edad de la poblacién en
estudio. La mayor frecuencia de casos positivos a la infeccion por VPH/AR fue detectada
en los grupos etareos de 20 a 30 y 31 a 40 para la ciudad de La Paz a diferencia de Santa

Cruz se detecté mayor frecuencia en los grupos etareos de 41 a50 y 51 a 60 afios.

De acuerdo con estos resultados, la hipotesis especifica indica que la existencia de mayor
frecuencia de infeccién de VPH-AR en mujeres menores de 40 afios, puede aplicarse a la
poblacion estudiada de La Paz, pero no asi de Santa Cruz. Al revés, en La Paz, la
poblacion mayor a 41 afios presenta menor frecuencia de infeccion por VPH (22%),
mientras que en Santa Cruz, en esta poblacién (> a 41 afos), la frecuencia es de 36%, méas

positividad que la observada en poblacion menor a 40 afios (22%).

8.4.2 Consumo de Tabaco

En las poblaciones de estudio de la ciudad de La Paz y Santa Cruz, no se registrd ningdn
caso para el consumo de tabaco en mujeres con diagndstico positivo para el VPH-AR

(DP/VPH-AR) (Grafico 3). Estos datos informan que no existe relacion en cuanto al
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consumo de tabaco e infeccion por VPH lo que resulta contrario a lo registrado por otros
estudios, donde se reporta que el consumo de tabaco es uno de los factores de riesgo mas

asociados a la presencia del VPH-AR.

LA PAZ SANTA CRUZ
100% 100%
0,
o 88%

®

I

S

w

2 18%

Q g 12%

& 0% 0% i

TABACO SI TABACO NO TABACO SI TABACO NO
m ADN/VPH POSITIVOS  m ADN/VPH NEGATIVOS

Gréfico Nro. 3. Frecuencia de casos positivos y negativos a la deteccion de
DNA/VPH-AR segun el consumo de tabaco en las pacientes de estudio. En ambos
estudios no se registra ningun caso de consumo de tabaco en mujeres con infeccion por el
VPH-AR a diferencia de las que no presentan el VPH-AR.

De acuerdo con la hipotesis especifica sobre una mayor persistencia de infeccion por el
VPH-AR en mujeres que consumen tabaco, no se confirma de acuerdo con los datos
obtenidos, debido a la inexistencia de consumo de tabaco en todas las pacientes positivas

de infeccion por el VPH-AR, de ambas poblaciones estudiadas.

8.4.3 Consumo de Anticonceptivos Orales (AO)

En las poblaciones de estudio de la ciudad de La Paz y Santa Cruz, no se registré ningin
caso para el consumo de AO en mujeres con DP/VPH-AR (Grafico 4). Estos datos al

igual que con la poblacion que tienen habito de fumar en nuestra poblacion no existe
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relacion de consumo de AO con diagnostico positivo para el DNA/VPH-AR. Este hecho es
también contrario a lo registrado por otros estudios, donde este factor es uno de los riesgos

asociados a la presencia del VPH-AR.

LA PAZ SANTA ERUZ
100% 100%
83% 88%

X

<

o

2

=)

0 17% 12%

e 0% 0%

ANTIC. ORALES ANTIC. ORALES ANTIC. ORALES ANTIC. ORALES
Sl NO Sl NO
B ADN/VPH POSITIVOS ®E ADN/VPH NEGATIVOS

Grafico Nro. 4. Frecuencia de casos positivos y negativos a la deteccion del
DNA/VPH-AR segun el consumo de anticoneptivos orales de las pacientes en estudio.
En ambos estudios no se registra ningun caso de consumo de tabaco en mujeres con

infeccion por el VPH-AR a diferencia de las que no presentan el VPH-AR.

En este aspecto, de acuerdo con la otra hipotesis especifica sobre una mayor persistencia
de infeccién por el VPH-AR en mujeres que consumen anticonceptivos orales, en nuestra
poblacion en estudio tanto de la ciudad de La Paz y de Santa Cruz no existe relacion de
consumo de AO con reactividad de VPH-AR.

8.4.4 Consumo de Bebidas Alcoholicas
En la ciudad de La Paz, de la poblacion en estudio no se encontr casos de consumo de
bebidas alcohdlicas en mujeres con DP/VPH-AR, con relacion a mujeres que no consumen

bebidas alcoholicas y DP/VPH-AR, siendo el 18% (n= 14) de 100% (n=76). En cuanto a
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la ciudad de Santa Cruz, el porcentaje del consumo de bebidas alcohdlicas de mujeres con

DP/DPH-AR, es 19% (n=3) de 100% (n=16), con relacién a mujeres que no consumen B
Ay con DP/VPH-AR: Santa Cruz 10% (n=6) de 100% (n=61). De acuerdo a esto el
consumo de bebidas alcohdlicas para la ciudad de Santa Cruz, si influyen en la presencia
persistente del VPH-AR.

100%

FRECUENCIA %

0%

LA PAZ

82%

18%

SANTA CRUZ

ALCOHOL SI

ALCOHOL NO

B ADN/VPH POSITIVOS

ALCOHOL SI
B ADN/VPH NEGATIVOS

90%

ALCOHOL NO

Grafico Nro. 5. Frecuencia de casos positivos y negativos a la deteccion de DNA/VPH-

AR segun el consumo de bebidas alcoholicas de las pacientes en estudio.

De acuerdo con la hipoétesis especifica sobre una mayor persistencia de infeccion por el

VPH-AR en mujeres que consumen BA, si se confirma para el caso de las mujeres de

Santa Cruz. Sin embargo no se confirma para las mujeres de La Paz, no existiendo

consumo de BA en estas mujeres.
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8.4.5 Caracteristicas Gineco-obstétricas: Embarazos(E), partos(P), abortos (A) y

ceséareas (C)

LA PAZ

69%
59%

12% 12%

FRECUENCIA %

1P.

22 P S/A 21A s/C 21C

EMBARAZOS PARTOS ABORTOS CESARIAS
B ADN/VPH POSITIVOS  ® ADN/VPH NEGATIVOS

Grafico Nro. 6. Frecuencia de casos positivos y negativos a la deteccion de DNA/VPH-
AR segun caracteristicas Gineco-obstétricas de la poblacion en estudio de la ciudad
de La Paz.

SANTA CRUZ

78%

FRECUENCIA %

10%

12%
5%

0%

22 P

21A

1P.

EMBARAZOS ‘ PARTOS ‘ ABORTOS CESARIAS
H ADN/VPH POSITIVOS  ® ADN/VPH NEGATIVOS

Grafico Nro. 7. Frecuencia de casos positivos y negativos a la deteccion de DNA/VPH-
AR segun caracteristicas Gineco-obstétricas de la poblacion en estudio de la ciudad

de Santa Cruz.”
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Aparentemente los resultados obtenidos de la poblacion en estudio de la ciudad de La Paz
y Santa Cruz (Graficos N° 7 y 8) se registro que el riesgo de infeccién por el VPH-AR es
directamente proporcional al nimero de embarazos y partos, sin embargo en el caso de
abortos no incide la infeccion de este virus para la poblacion de santa cruz. Asimismo

para el caso de cesareas permite deducir que favorece a la reduccion de infeccion viral.

8.5 Frecuencia de genotipos VPH 16 y VPH-18 de alto riesgo oncogénico en la

poblacion estudiada

De las 160 muestras cervicales analizados, fueron positivas a la infeccion por VPH de alto
riesgo un total de 23 muestras. De estas muestras, 14 corresponden a la ciudad de La Paz y
9 a la ciudad de Santa Cruz. Toda vez que estas muestras fueran positivas para el conjunto
de 13 genotipos de VPH-AR (ensayo de captura de hibridos), es necesario identificar la
frecuencia de tipos oncogénicos de alto riesgo sobre todo VPH16 y VPH18, genotipos
asociados con la generacion de tumores malignos en diferentes contextos geograficos del
mundo. De acuerdo con esto, las muestras que dieron positivas por el ensayo de captura de
hibridos, fueron analizadas por PCR utilizando primers especificos para genotipos 16 y 18
utilizando el kit comercial de Biotechnologies. Los amplicones obtenidos se revelaron por

electroforesis en gel de agarosa. (Figura Nro. 31).

Figura Nro. 31. Deteccion molecular de VPH oncogénicos de alto riesgo VPH 16 y 18.
CN= Control Negativo; CP= Control Positivo; M1= Muestra 1; M2= Muestra 2; pb=

Pares de bases
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En esta primera determinacion se corri6 el control negativo que no muestra ninguna banda
amplificada, control positivo que evidencia la presencia de las dos bandas buscadas (banda
de 425 pb para VPH-18 y banda de 325 para VPH-16 y los resultados de dos muestras
positivas a la deteccion tanto de VPH-16 y VPH-18. Los resultados obtenidos fueron los
esperados segun la interpretacion establecida para la validacion de la prueba (Cuadro Nro.
4).

VPH-AR 18
425 pb

VPH-AR 16
325pb

Figura Nro. 32. Resultados de la deteccion molecular de VPH-16 y VPH-18 en las
muestras en estudio de la ciudad de La Paz. CN= Control Negativo; CP= Control
Positivo; M1= Muestra 1; M2= Muestra 2; pb= Pares de bases

VPH-AR 18
425 pb

!

> VPH-AR 18
425 pb

Figura 33. Resultados de la deteccion molecular de VPH-16 y VPH-18 de las
muestras en estudio de la ciudad de Santa Cruz. CN= Control Negativo; CP= Control

Positivo; M1= Muestra 1; M2= Muestra 2; pb= Pares de bases
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En las figuras 32 y 33; se observa los resultados de la tipificacion de los genotipos VPH-
AR 16 y VPH-AR 18 de todas las muestras seleccionadas, mediante la presencia de las

respectivas bandas de amplificacion.

La ciudad de La Paz registré 14 casos positivos a la infeccion por los VPHs-AR: 29%
(n=4) infeccion con el VPH-AR 16, 14% (n=2) infeccion con el VPH-AR 18; 36% (n=5)
coinfeccion con VPH-AR 16 y VPH-AR 18 y el 21% (n=3) no evidencia a los genotipos
VPH-AR 16 y VPH-AR 18. En cuanto a la ciudad de Santa Cruz se registrd 9 casos
positivos a la infeccién por los VPHs-AR : 0% (n=0) infeccion con el VPH-AR 16; 22%
(n=2) infeccion con el VPH-AR 18; 67% (n=6) coinfeccion con VPH-AR 16 y VPH-AR
18 yel 11% ( n= 1) no evidencia a los genotipos VPH-AR 16 y VPH-AR 18, este ultimo
en ambas poblaciones da a conocer una probable infeccién con algun o algunos otros
genotipos de VPH-AR : 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68.

67%

Q\°
<
o
4
w
2
O
L
3
[F 9
ADN/VPH 16 ADN/VPH 18 ADN/VPH 16/18 OTROS SUBTIPOS
POSITIVOS POSITIVOS POSITIVOS

B LA PAZ mSANTA CRUZ

Grafico Nro. 8. Frecuencia porcentual de casos positivos a la deteccidn de infeccion
por VPH-16; VPH 18 y Co-infecciones VPH-16/VPH-18 de las pacientes en estudio
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De acuerdo con la altima Hipdtesis especifica, sobre la frecuencia de VPH16 sera mayor
en relacién a la frecuencia de VPH 18 en ambas poblaciones, se confirma solo en las
mujeres de la ciudad de La Paz y no se confirma para Santa Cruz ya que la mayor
frecuencia encontrada es del VPH 18. Sin embargo en ambas poblaciones se detectd mayor

frecuencia de Co-infeccidn por ambos genotipos oncogénicos.
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9 DISCUSION

Como ya se ha expuesto, uno de los grandes descubrimientos en la investigacion etiologica
del Cancer ha sido la demostracién de que el cancer de cérvix esta asociado con la
infeccion persistente de determinados genotipos del VPH, denominando a estos VPH de
Alto riesgo oncogénico. ElI hecho de que se trate de una enfermedad venérea muy
frecuente, ya que en las edades de mayor actividad sexual su prevalencia alcanza hasta el
40% de la poblacion femenina, y que se haya establecido que se trata de una causa
necesaria para el desarrollo de cancer de cuello uterino hacen de esta infeccion un

importante problema de salud en la mujer.

El CCU, es el segundo mas frecuente entre las mujeres de todo el mundo, con una
estimacion de mas de 490.000 nuevos casos al afio y mas de 270.000 muertes al afio. En
general las tasas mas bajas se detectan en Europa, Norteamérica y Japdn, donde ademas se
encuentra unas tasas de supervivencia de entre 63-73%. Por el contrario, en los paises en
vias de desarrollo se dan incidencias mas de 35 por 100.000 habitantes, con una
disminucién importante en la supervivencia. Finalmente, dado que se trata de la mayor

causa de afios de vida perdidos por causa del cancer en estos paises.

En nuestro pais, Bolivia, se registran una de las tasas mas altas de incidencia de este cancer
con 58 por 100.000 y con una mortalidad de 27 por 100.000 mujeres, lo que significa un
total de 661 muertes por afio a causa de este cancer. Segun la OMS la situacion actual es
mucho mas alarmante ya que por afio registran 1.665 muertes, lo que significa de 4-5
muertes por dia ®* 883 probablemente, este incremento pueda ser, debido no solo a la
Ilegada de poblacién inmigrante procedente de paises con alta prevalencia de CCU, sino
también ocasionado por la modificacion en la conducta sexual de las generaciones mas
jévenes, tanto en cuanto a la edad de comienzo de las relaciones sexuales, como el

s ®8) De acuerdo con esto se decidié llevar a

incremento del nimero de parejas sexuale
cabo el presente estudio, en el marco del proyecto “Cancer de Cuello Uterino en mujeres

Bolivianas: Estudio de Prevalencia de tipos oncogénicos de VPH. Cooperacién (FIBEX y
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AECID — UMSA- FCFB)” con el objetivo de identificar en poblaciones de la Paz y Santa
cruz la frecuencia de este virus en circulacion en nuestra poblacién, considerado como la
causa necesaria para el desarrollo del CCU, y a la vez correlacionando este con factores de
riesgo importantes para la persistencia viral, que fueron identificados en varios estudios

internacionales.

En cuanto a los programas de diagndstico precoz de CCU, el método convencional para la
deteccion de alteraciones en la citologia cérvico-vaginal, ha sido el test Papanicolaou, ha
sido efectivo en la reduccién de la incidencia de CCU en un 70% en paises desarrollados
(Europa, Estados Unidos) cuando va acompafada de la colposcopia e histopatologia. La
citologia detecta la mayoria de las lesiones neoplésicas del cuello uterino, pero no la causa:
El Virus del Papiloma Humano. A pesar de que este método convencional es solo
moderadamente fiable y no consigue una alta sensibilidad y especificidad. Se conoce que
un unico Papanicolaou no detecta hasta el 40-50% de las lesiones de alto grado o invasivas,
presentando una serie de limitaciones importantes entre las cuales se encuentra el
impedimento de una automatizacion completa de la técnica, para variaciones constantes
para mejorar su sensibilidad, alta presencia de falsos negativos, falsos positivos o sobre
valoracion de hallazgos citoldgicos en las evaluaciones de los cambios morfoldgicos. Esto
conlleva al uso de técnicas moleculares, que permiten detectar la presencia del VPH en
células infectadas aun antes del inicio de sintomas por el individuo infectado, con la
ventaja de detectar desde pocas copias del virus (10-30 copias) y es Util en el diagndstico
de casos reportados como indeterminados por métodos cito/histopatoldgicos. Ademas estas
técnicas moleculares podrian emplearse para le deteccion de VPH como herramienta en el
cribado primario del CCU vy la atencion a pacientes con diagnostico de ASC-US 'y lesiones
de bajo grado. La deteccion del VPH estd reconocida como instrumento Util para la

disminucion de la incidencia y mortalidad del cancer de cuello uterino.

De acuerdo a este contexto el presente trabajo a la vez proporciona informacion muy

importante debido a la utilizacion de Técnicas moleculares que presentan los niveles de
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sensibilidad y especificidad deseados mas utilizadas en la deteccion de VPH-AR siendo el
test de Captura de Hibridos y la técnica basada en PCR. Si bien ambas poseen ventajas y
desventajas: 1) La captura de hibridos 2 (Test hc2 DNA VPH de alto riesgo) es una técnica
que puede aplicarse con facilidad en los laboratorios ya que no requiere instalaciones
especiales. En la actualidad esta técnica es el estandar de la industria para la deteccion del
DNA del VPH. Es la Unica prueba aprobada por la FDA (Food and Drug Administration,
USA) para realizar examenes en muestras de cuello uterino. Esta prueba utilizada en
conjunto con la citologia (sensibilidad de hasta el 100% como indican la mayoria de los
estudios) es la mejor manera de valorar el riesgo de pre-cancer y Cancer de Cuello Uterino
para mujeres a partir de 30 afios ya que la frecuencia de las infecciones por VPH es mayor
y generalmente pasajeras. Esta técnica ofrece la mayor confiabilidad: ayuda a disminuir el
namero de enfermedades no detectadas por la citologia ( falsos-Negativos), validada por
mas de 300 estudios cientificos, respaldada por estudios con la participacion de cientos de
miles de mujeres en el mundo. Sin embargo este test tiene menor sensibilidad pero un
menor riesgo de contaminacion, y por ello son mas faciles de introducir en los laboratorios
de diagnostico. Sin embargo, es importante remarcar que en su aplicaciéon clinica, la
sensibilidad para la deteccion de DNA de VPH puede ser de menor relevancia que la
especificidad de un ensayo para la identificacion de mujeres con lesiones cervicales

precancerosas.

Las técnicas basadas en PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) permiten conocer el
tipo especifico de VPH vy las infecciones mdltiples, a diferencia del test hc2, lo que
posibilita el seguimiento particular de la persistencia de la infeccion. Sin embargo, tiene
desventajas, como la necesidad de contar con espacios adecuados y personal con
experiencia para minimizar los riesgos inherentes a las técnicas de amplificacion. Estos

factores limitan su incorporacion en muchos laboratorios.

La motivacion de este trabajo fue, a la inexistencia de estudios realizados en nuestro pais

Bolivia, sobre la causa de la alta frecuencia de CCU a diferencia con otros paises,
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analizando de esta manera la causa principal para el desarrollo de CCU, especificamente el
VPH-AR, existiendo también referencias de cofactores asociados a este, para su
persistencia, ademas se conoce gue los genotipos de VPH-AR 16 y 18 son identificados en
su mayoria en mujeres con CCU a nivel mundial, por lo que se decide también estudiar la
tipificacion de estos dos VPH-AR a partir de muestras positivas para VPH-AR de la
poblacion estudiada. Por lo tanto el presente trabajo de investigacion, pretendi6é determinar
y conocer la frecuencia de los 13 genotipos de VPH-AR responsables del desarrollo de
lesiones intraepiteliales de escamosas de alto grado (LIEAG), siendo estos: VPH 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68 mediante el test hc2 DNA VPH de alto riesgo,
luego se correlaciond estos casos positivos para VPH-AR, con diferentes datos socio-
demogréafico (Edad, consumo de tabaco, anticonceptivos orales, bebidas alcohdlicas y
caracteristicas Gineco-obstétricas (NUmero de partos, abortos y cesareas) mas
importantes para la causa de persistencia del VPH-AR para la progresion del desarrollo
de CCU, conocidos de acuerdo al reporte de muchos estudios realizados a nivel mundial.
Posteriormente se analizo la frecuencia de los genotipos de VPH-AR 16 y VPH-AR 18
mediante la técnica de PCR, debido a la deteccion mas frecuente en mujeres con CCU a
diferencia de los otros 11 genotipos de VPH-AR (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y

68), que la probabilidad de induccién de CCU es menor.

La primera etapa del estudio incluyo la determinacion de la frecuencia de 13 genotipos de
VPH de Alto riesgo oncogénico detectados con mayor frecuencia en las LIEAG a nivel
mundial y responsables de la induccion del CCU, en las dos poblaciones de estudio (ciudad
de La Paz y Santa Cruz), mediante la utilizacion del Test captura hibrida de DNA VPH de
alto riesgo. Se procedi6 a la deteccion de VPH-AR de un total de 160 muestras cervicales:
83 muestras correspondientes a la ciudad de La Paz y 77 muestras a la ciudad de Santa

Cruz.

Los resultados obtenidos de nuestro estudio mostraron una frecuencia de infeccion por
VPH-AR 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68 para la ciudad de La Paz de 17%
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(n=14/83), mientras que para la ciudad de Santa Cruz de 12% ( n= 9/77). Se evidencio un
mayor porcentaje de casos positivos en la ciudad de La Paz con relacion a Santa Cruz.
Trabajos publicados en otros paises sobre la prevalencia de VPH-AR informan frecuencias
ligeramente superiores al 15% para paises en vias en desarrollo. Comparando esos datos
con los datos obtenidos en este estudio, la ciudad de La Paz presenta similar frecuencia, a
diferencia de la ciudad de Santa Cruz la frecuencia es menor al 15%. Esta diferencia de
frecuencias entre las dos poblaciones estudiadas de nuestro Pais, podria ser debido a sus
condiciones de vida. ademas se piensa en algunos factores de riesgo para la existencia de
mayor frecuencia de infeccion por el VPH-AR en las mujeres que asistieron a su consulta
ginecologica del Hospital de La Mujer de la ciudad de La Paz, ya que la poblacion que
asiste a este centro de salud, generalmente nunca o rara vez se sometieron a pruebas de
deteccion del este virus; son de recursos econdmicos muy bajos, ya que realizarse estos
controles cada afio resultan caros. Asi mismo tienen muy poca informacion sobre la
conducta que deben tomar respecto a sus controles ginecoldgicos, formas de prevencion de
infecciones de transmision sexual; sobre todo la promiscuidad, existiendo una fuerte
asociacion entre el niamero de parejas que han tenido tanto la mujer como su compariero a
lo largo de su vida y la adquisicion del VPH, actividad sexual a temprana edad. Estos
factores de riesgo mencionados no se analizaron en este estudio. Sin embargo se realiz6 un
estudio sobre procedimientos moleculares para la identificacion y tipificacion del Virus del
Papiloma Humano en Céncer Cérvico Uterino y lesiones intraepiteliales precursoras, este
estudio se llevd a cabo en la poblacion de pacientes que acudieron al servicio de
colposcopia del Hospital de La Mujer de la ciudad de La Paz. Se evalu6 en dicho estudio a
la vez casos positivos de infeccion por VPH en las pacientes en relacion a diferentes datos
sexuales y reproductivos, evidenciando una tendencia de mayor nimero de casos positivos
de infeccion por VPH en pacientes que tuvieron mayor nimero de parejas sexuales. De
acuerdo con esto concuerda con diversos estudios epidemioldgicos que indican que el
riesgo de CCU esta fuertemente influenciado por factores relacionados con ciertas
conductas sexuales como el nimero de parejas sexuales, edad temprana de inicio de vida

sexual activa y la conducta sexual de la pareja. Pero una vez establecida la relacion que

131



Carrera de Bioquimica/FCFB-UMSA Instituto SELADIS

existe entre infeccion por el VPH y cancer de cuello uterino, dichos factores se convierten

mas especificamente en parametros que miden el riesgo de exposicion al virus.

Una vez determinada la frecuencia de VPH-AR, se correlaciond esta positividad con
algunos factores de riesgo socio-demograficos como ser: La edad, Consumo de Tabaco,
Consumo de Anticonceptivos Orales, Consumo de Bebidas Alcohdlicas y factores de
riesgo Obstétricos como: Numero de embarazos, Numero de partos, Numero de abortos y

NUmero de cesareas.

Al evaluar la frecuencia de casos positivos para la infeccion de VPH-AR en relacion a
grupos etéreos se evidencié un mayor numero de casos positivos en mujeres de la ciudad
de La Paz (29%). Sin embargo Santa Cruz registr6 mayor riesgo de infeccion persistente
de VPH-AR en mujeres de 41-50 y 51-60 afios de edad con un porcentaje 16 y 20%
respectivamente. De acuerdo con estos datos las mujeres de Santa Cruz a partir de los 40
afos de edad tienen mayor posibilidad de presentar persistencia de los genotipos de VPH-
AR, por lo tanto mayor frecuencia de CCU, en relacion a La Paz la persistencia de
infeccion por estos genotipos es menor por lo que refiere una menor frecuencia de casos
confirmados de CCU. Esta diferencia podria ser que las mujeres mas jovenes de la ciudad
de La Paz tienden a acudir a sus consultas ginecoldgicas con mas frecuencia, habitos de
vida sana, sistema inmunocompetente, ayudando a reducir asi la frecuencia de persistencia
viral y posterior desarrollo de CCU en mujeres mayores de 40 afios de edad, a diferencia
de las mujeres jovenes de Santa Cruz. De acuerdo con otros estudios registrados indican
que mujeres, incluso a partir de los 35 afios de edad para adelante, ya presentan casos
confirmados de CCU. Esto debido a que el cancer cervical progresa lentamente, de
estados precancerosos a un nivel avanzado. La incidencia de cancer en la mayoria de los
paises es baja entre las mujeres menores de 25 afios, pero se eleva alrededor de los 35 a los
40 afos, y llega a su punto maximo entre las edades de cincuenta y tantos y sesenta y

tantos anos.
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Tambien fue evaluado los casos positivos de infeccion por VPH-AR en las pacientes con
relacion al consumo de tabaco, anticonceptivos orales (AO) y alcohol. Ninguna de estas
variables fue significativo, ya que estas mujeres informan de no consumo de tabaco y no
usan anticonceptivos orales. De acuerdo con otros estudios el consumo de tabaco se acepta
cofactor de CCU al igual que la inmunodeficiencia, multiparidad, edad joven en el primer
parto, el tabaquismo ha sido evaluado en varios casos reportados y se ha encontrado una
relacion, aunque moderada, pero estadisticamente significativa con el desarrollo de CCU.
Algunos autores han sugerido que la exposicion al tabaco podria afectar la capacidad del
hospedero para montar una respuesta inmune de la mucosa contra la infeccion viral, en
virtud de que se ha demostrado que algunos compuestos del tabaco podrian reducir el
namero de células Langerhans y de otras células, moléculas involucradas en la funcién
inmunologica. En la actualidad el consumo de AO ha suscitado especial atencion dado el
elevado numero de mujeres que los toman o los han tomado en algin momento de sus
vidas, sobre todo en paises desarrollados, en relacion a paises en vias de desarrollo, dichos
estudios reportan que las mujeres que habian tomado Aos durante cinco afios 0 mas, el
riesgo de cancer entre las usuarias era casi el doble en comparacion con mujeres que nunca
habian tomado AO. En cuanto a los datos registrados de la ingesta de bebidas alcohdlicas
se conoce solo de las mujeres de la ciudad de Santa Cruz con 19% (n=3) de 100% (n=16)
positivas a la infeccion por VPH-AR, en relacion a mujeres que no consumen bebidas
alcohdlicas y positivas a la infeccion por VPH AR 10% (n=6) de 100% (n=61). Ya que las
mujeres positivas de infeccion por VPH-AR de la ciudad de La Paz informan no consumo
de bebidas alcohdlicas. De acuerdo a esta evaluacion en este estudio, el consumo de
bebidas alcohdlicas si representa también otro cofactor de riesgo para el CCU. No existen
muchos estudios de evaluacion de la ingesta de alcohol en mujeres con diagnéstico
positivo para VPH-AR, sin embargo un estudio informa que el ingerir alcohol y consumir
tabaco promueven la persistencia de infeccién por VPH, se conoce que el etanol presente

en las bebidas alcohdlicas inhibe la produccidn de la proteina p53.
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Al evaluar la frecuencia de casos positivos de VPH-AR en relacion al numero de
gestaciones de las pacientes, en ambas poblaciones estudiadas se evidencié la existencia de
una relacion proporcional donde los casos positivos se incrementan cuanto mayor es el
namero de embarazos. Esto puede deberse a cambios fisioldgicos e inmunoldgicos que
ocurren en el epitelio cervical durante el embarazo, cambios hormonales que predisponen
a un incremento del riesgo de infeccion por VPH y su progresion (incremento progresivo
en las concentraciones sanguineas de estrogenos y progesterona), también se conoce que
mujeres infectadas con VPH muestran mayor persistencia y progresion de la infeccion

durante y después del embarazo

La evaluacion de la frecuencia de casos positivos de VPH-AR en relacion al nimero de
partos al que estuvieron expuestas las pacientes se puede evidenciar en ambas poblaciones
estudiadas, donde los casos positivos se incrementan en las mujeres con mas de 2 partos.
Esto puede resultar debido a que las heridas producidas durante el parto vaginal pueden
estimular la carcinogénesis y favorecer el acceso de agentes infecciosos como el VPH a las
capas basales de los epitelios. La hipotesis a través de las cuales se ha tratado de explicar la
relacion de multiparidad y CCU estan relacionadas principalmente con traumas obstétricos
repetidos, cambios hormonales e inmunosupresion durante el embarazo que pueden ser
responsables de alteraciones en la zona de transformacion, produciendo ectopia cervical y
manteniendo la zona de transformacion sobre el exocérvix por muchos afios en las mujeres

con gran numero de embarazos, facilitando con esto la directa exposicion al VPH.

La evaluacion de la presencia de VPH-AR en relacion con la existencia de antecedentes de
abortos en las pacientes que corresponden solo a la ciudad de La Paz se puede evidenciar
un mayor numero de casos positivos en pacientes que estuvieron expuestas a algun aborto.
Esto también puede deberse de igual manera a que estas mujeres también estan expuestas a
traumas obstétricos, alteraciones hormonales e inmunosupresion que favorecen la infeccion
por el VPH. A diferencia de las mujeres estudiadas de la ciudad de Santa Cruz con

diagndstico positivo de infeccion por el VPH-AR, se evidencio para este grupo un mayor
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numero de casos positivos en mujeres que no tuvieron ningun aborto, evidenciando que en
esta poblacion la variable de nimero de abortos y su correlacion con el nimero de casos
positivos para VPH-AR es inversamente proporcional, indicando que otros son los factores

que influyen para el aumento de nimero de casos positivos para el VPH-AR.

Al correlacionar la variable existencia de cesareas en las pacientes con diagnostico positivo
a la infeccion por VPH-AR se evidencio una marcada diferencia de un menor ndmero de
casos positivos para e VPH-AR de ambas poblaciones estudiadas. Por lo tanto la reduccion
del riesgo asociada al antecedente de cesarea sugiere que el traumatismo que se produce
durante el parto vaginal ejerce un efecto sobre el riesgo de infeccion de diferentes agentes

infecciosos, sobre todo la activacion del VVPH.

Una segunda etapa del estudio incluyd el desarrollo de PCR. Primeramente se
seleccionaron 23 muestras que dieron positivas a la infeccion del VPH-AR oncogénico: 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68 identificados por el test hc2, de estas 23
muestras: 14 corresponden a la ciudad de La Paz de 83 casos estudiados y 9 a la ciudad de
Santa Cruz de 77 casos estudiados. Estas 23 muestras cervicales se sometieron al
procedimiento de extraccion y purificacion de DNA, utilizando un protocolo de extraccion
optimizado y estandarizado por el laboratorio de Virologia del Instituto SELADIS, dicho
protocolo permite la obtencion a partir de las muestras celulares, la mayor cantidad posible
de DNA y con un grado de pureza 6ptimo para ser sometido al proceso de amplificacion.
Dicho protocolo se basé en la técnica de extraccion con fenol-cloroformo y purificacion
con etanol, técnica descrita por Sambrook. Existiendo modificaciones basicamente en los
reactivos, concentraciones, tiempos y temperaturas utilizados en la primera etapa de

desnaturalizacién del proceso de extraccion.
Al corroborar la optimizacion del protocolo de extraccion de DNA, para la determinacion

de pureza y cantidad de DNA obtenidos mediante espectrofotometria. Se determind una

pureza dentro del rango establecido como aceptable (1, 65 a 1, 85 de relacion de
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absorbancia a 260/280nm); el resultado fue dentro de este rango 1,55 a 1,75 considerando
aceptable. Evidentemente también se obtuvo una gran cantidad de DNA medido por

espectrofotometria.

Una tercera etapa de estudio incluyé la tipificacion de dos genotipos de VPH-AR
oncogénico muy frecuentes en las pacientes con diagnéstico positivo de LIEAG y CCU a
nivel mundial, siendo estos VPH-AR 16 y VPH-AR 18, se uso el set comercial “VPH16/18
de Biotechnologies” que utiliza iniciadores que amplifican un fragmento de 425 pb para la
deteccion de VPH-18 y de 325 pb para VPH- 16 correspondientes a la region del gen E6.
De acuerdo a los resultados obtenidos se mostraron una mayor frecuencia de presencia de
coinfeccion por los VPH-AR 16 y 18, en ambas poblaciones, de estas la frecuencia mas
alta se encontr6 en la poblacion de Santa Cruz con 67% (n= 6/23) casos positivos y luego
la ciudad de La paz con 36% (n=5/23). En cuanto a la frecuencia de infeccion por el VPH-
AR 16 se registrd 29% (n=4/23) para la ciudad de La Paz y 0% (n=0/23) para Santa Cruz.
También se registro la frecuencia de infeccion por el VPH-AR 18 con el 14% (n=2/23)
para La Paz y 22% (n=2/23) para la ciudad de Santa Cruz, a la vez se conoce la frecuencia
de la presencia de infeccion por otros genotipos de VPH-AR con 21% (n=3/23) para la
ciudad de La Paz y 11% (n=1/23) para Santa Cruz. De acuerdo con estos datos las mujeres
de la ciudad de Santa Cruz presentan el mayor riesgo de adquirir la infeccién por los dos
genotipos potencialmente oncogénicos, VPH-AR 16 vy 18, factor importante para el
desarrollo de lesiones precancerosas y el CCU. Por otro lado, se explicaria la razon del
aumento de frecuencia de VPH-AR en mujeres mayores de 41 afios para delante de la
ciudad de Santa Cruz, evidenciando con esto mayor persistencia viral y probable CCU, ya
que estudios hacen referencia que la infeccion multiple estaria asociada con persistencia
viral y un mayor riesgo de progresion de la enfermedad, no esta claro si esto es debido a la
susceptibilidad del hospedero, la interaccion entre los virus o la probabilidad de progresion

independiente en cada tipo viral.
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De acuerdo con todo esto es importante recalcar las ventajas que puede lograrse con la
utilizacion de técnicas moleculares e incluirlas dentro de los programas de deteccion
precoz del CCU. Toda vez que para la detecciéon del VPH y de sus distintos genotipos se
emplean sondas moleculares, basadas en la secuencia de los &cidos nucleicos de diferentes
agentes causales de muchas patologias; las técnicas moleculares son una de las
herramientas mas sensibles y especificas disponibles actualmente y por ello se ha
empleado extensivamente en la deteccion, genotipificacion y evaluacion de la carga viral
del VPH en el diagnostico precoz de CCU, lesiones precancerosas, monitoreo de
tratamiento, lo que hacen a las politicas de intervencién en la prevencion del Cancer

efectivo y eficiente.

Por otro lado actualmente, el conocimiento de los dos tipos de VPH-AR oncogénicos 16 y
18 ha permitido establecer medidas de prevencién primaria para esta neoplasia. También
se hacen esfuerzos para desarrollar algun tipo de vacuna que proteja al huésped de la
infeccidn por VPH, evite la reinfeccion o induzca la regresion de lesiones ya establecidas.
Nuevas estrategias para el control de CCU serdn aconsejables cuando los métodos
terapéuticos y vacunas preventivas sean bien establecidas y demuestren su efectividad
contra los tipos carcinogeénicos del VPH. De este modo resulta importante evaluar la
distribucién de distintos tipos, con el fin de lograr métodos de control eficientes dirigidos a

poblaciones especificas.
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10 CONCLUSIONES.

10.1 Conclusion General

e En el presente trabajo se logro determinar mayor riesgo de infeccion por genotipos
de VPH-AR oncogénico en mujeres de la ciudad de La Paz 17% (n=14/83) en
relacion a Mujeres de la Ciudad de Santa Cruz 12% (n=9/77) que asistieron a sus
consultas ginecoldgicas del Hospital de La Mujer y EI Torno respectivamente y
logrando relacionar esta presencia con los cofactores de riesgo para cancer cérvico

uterino.

10.2 Conclusiones Especificas

e Se relaciond la edad con las pacientes positivas para VPH-AR, donde las mujeres méas
jévenes de la ciudad de La Paz presentan mayor riesgo de infeccion en relacion con las
mujeres de Santa Cruz, las cuales presentan mayor riesgo de infeccion a mayor edad
(51- 60 afios).

e Se relaciond el consumo de tabaco, alcohol y anticonceptivos orales con las pacientes
positivas para VPH-AR. Ninguna de estas variables fue significativo para las mujeres
de la Ciudad de La Paz, ya que estas mujeres informan de no consumo, pero, en
mujeres de Santa Cruz, el consumo de alcohol, aparentemente representa un factor de

riesgo, encontrando mayor nimero de pacientes positivas de infeccion por este virus.

e Se relaciond también el nimero de embarazos, partos, abortos y cesareas con las
pacientes positivas para VPH-AR oncogénico. Donde estas variables presentan una
relacion directamente proporcional, donde, los casos positivos de infeccidén por el
VPH-AR se incrementan cuanto mayor es el nimero de embarazos, partos y abortos en

mujeres de La Paz, pero, en mujeres de Santa Cruz el aborto no representa factor de
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riesgo. A la vez, la cesarea, si favorece a la reduccion de infeccion por el VPH-AR en

ambas poblaciones estudiadas.

e Se determiné mayor frecuencia del genotipo VPH-AR 16 en mujeres de la ciudad de
La Paz (29%), pero en mujeres de Santa Cruz se registro mayor frecuencia para el
genotipo VPH 18 (22%). Sin embargo el riesgo de infeccion por los dos genotipos
oncogénicos VPH 16 y 18 en ambas poblaciones de estudio es alto en relacion a la
infeccion por un solo genotipo, dando referencia el porqué de la alta incidencia de
CCU en nuestro pais ya que estos genotipos son responsables del desarrollo de CCU

del 100% en paises en vias de desarrollo.
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11 PERSPECTIVAS.

e Es importante llevar a cabo méas estudios en nuestra poblacién, para evaluar la
infeccion por el VPH vy los factores de riesgo relacionados con la persistencia
de infeccidn por este virus, infecciones con mdaltiples tipos del VPH asi como
de sus variantes, también estudios nutricionales o la presencia y persistencia de
otras infecciones de transmisién sexual, con la finalidad de disefiar una

estrategia integral de prevencion del CCU en nuestro pais.

e Pensar en la utilizacion de métodos moleculares para la deteccion directa del
genoma del VPH con el tamizaje citolégico aumentando y garantizando una
sensibilidad de hasta un 100% en el diagnostico o como test inicial seguido de
la citologia para los casos positivos y dando lugar a la deteccion temprana del
virus y facilitando un tratamiento positivo para la prevencion del CCU en

nuestro pais.

140



Carrera de Bioquimica/FCFB-UMSA Instituto SELADIS

12 BIBLIOGRAFIA.

. Garcia D A, Schmitt M, Arregui A C, Castillo M, et Al. Genotipificacién del virus del
papiloma humano (VPH) en muestras de cepillados cervicales de pacientes de
diferentes hospitales de Bogota y evaluacion de la concordancia de dos métodos
basados en PCR. Rev. Colombiana de Obstetricia y Ginecologia. 2010; 61(4): 310-318.

. Grillo A C, Martinez V M, Morales L B. Virus del Papiloma Humano: Aspectos
Moleculares y Céancer de Cérvix. Rev. Colombiana de Obstetricia y Ginecologia. 2008;
59(4): 310-315.

. Lopez J, Ancizar A F. Integracion viral y cancer de cuello uterino. Rev. Col. Cienc.
Quim. Farm. 2006; 35(1): 5-32.

. Kasamatsu E, P4ez M. Céncer de cuello uterino y virus del papiloma humano en
Paraguay. Perspectivas para la Prevencién primaria. Mem. Inst. Investig. Cienc. Salud.
2006; 4(2): 58-63

. Sénchez A A, Grimaldo J F, Salazar A C E. Factores de riesgo para el desarrollo de la
displasia leve cervical. Rev. Fac. Med UNAM. 2009; 52(2):69-72

. Gates M. Prevencion del Cancer Cervicouterino. Ficha Descriptiva. Alliance for
Cervical Cancer Prevention. 2004.

. Saslow D, Runowick CD, Solomon D. American Cancer Society Guideline for the
Early Detection of Cervical Neoplasia and Cancer. CA Cancer J Clin 2002; 52: 342-
362.

. Concha R M. Diagnostico y Terapia del Virus Papiloma Humano. Rev. Chil
Infect.2007; 24(3): 209-214.

. Luis M. Puig-Tintoré. Utilizacion del Test de VPH en el Cribado Primario del Cancer
de Cérvix. XVIII Congreso de la AEPCC- Granada. 2006.

10.Mufioz M, Mendoza J A, Téllez L, Noguera M E, et Al. Deteccion de VPH-16 y 18 en

muestras de cérvix de mujeres que acuden a centros asistenciales de la ciudad de
Meérida, Venezuela. Rev. Biomed. 2003; 14: 61-68.

11.Quintero V M, Cruz G J F, Bastidas M, Marqués L. Deteccion y Tipificacion de Virus

del Papiloma Humano (VPH) mediante PCR-RFLP. Rev. Obstet Ginecol Venez. 2008;
68(1):25-31.

12.Villanueva P, Diaz P, Guido M, Rangel A, Sotelo R. et Al. Prevalencia de virus de

Papiloma Humano de Alto Riesgo en el epitelio anal de hombres VIH positivos. Rev.
Bioguimica Mex.2002; 27 (4): 94-102.

141



Carrera de Bioquimica/FCFB-UMSA Instituto SELADIS

13.Human Papilomavirus (HPV) vaccine, Background paper, September 2008.Geneva,
WHO.2008.Disponible:http://www.who.int/immunization/documents/positionpapers/e
n/index.html;accessed 24 March 2009.

14.Gomez S T, Alameda Q F, Carreras C R. Sobreexpresion del RNA mensajero de las
Oncoproteinas E6 — E7 del virus del Papiloma humano y deteccidén de P16 nk4a €N la
lesion escamosa intraepitelial de bajo grado de cérvix uterino. Tesis Doctoral de la
facultad de Medicina. Departamento de pediatria, obstetricia | Ginecologia | Medicina
Preventiva. Universidad Auténoma de Barcelona. 20009.

15.Rodriguez R M, Garcia R F, Ruiz A J. Virus del Papiloma Humano Situacion Actual,
Vacunas y Perspectivas de su Utilizacion. Consejeria de Salud. Andalucia 2008.
Disponible en: www.juntadeandalucia.es/salud

16.Fajardo R O R. Seguimiento a tres afios de Mujeres Asintomaticas Portadoras del Virus
del Papiloma Humano. Tesis para obtener el grado de Maestria en Ciencias con
especialidad en Biologia Molecular e Ingenieria Genética de la facultad de Medicina.
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn. 2006.

17.Vacunas contra el Virus del Papiloma Humano: Una Nueva Herramienta para la
Prevencion del Cancer Cervicouterino. Unidad de Inmunizacion.OMS. 2005.

18.Undberg J P. Papillomavirus infections in animals. En: Syrjanen K Gissmann, Koss
LG. Papilomaviruses and human disease. Berlin wd. Springer — Verlag 1987;41-44

19.Pachdn del Amo |, Arteaga R A, Pérez G B, Salmerdon G F., et Al. Virus del Papiloma
Humano, situacion actual, vacunas y perspectivas de su utilizacion. Ponencia de
programa y registro de vacunaciones 2007 Febrero 20.

20.Virus del Papiloma Humano. Disponible en: http://es.wikipedia.org/wiki/Virus_del _
papiloma humano.

21.Captura de Hibridos — la Técnica mas fiable en la deteccion de VPH. 2010. Disponible
en: www.theHPVtest.com.

22.Consuegra M C, Molina D, Egea B E, Garavito G. El virus del papiloma humano
(VPH), agente viral importante precursor de la mayoria de las displasias o cancer
cervical. Revision Salud Uninorte, Barranquilla (col.) 2004; 19:3 -13.

23.Estructura y Clasificacion del Virus Papiloma Humano. 2011; pag. 1-2.

142


http://www.juntadeandalucia.es/salud
http://www.thehpvtest.com/

Carrera de Bioquimica/FCFB-UMSA Instituto SELADIS

24.Cortes Y H. Papilomavirus y cancer de cérvix. Rev. Col. de Obs. y Gin. 2003; 54(2):
107-112.

25.Carrasco G M, Lorente M A. Neoplasia Intraepitelial Cervical grado Il y Ill: Estudio
morfométrico de sus diferencias y relacion con el virus del Papiloma Humano. Tesis
Doctoral de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Internacional de
Catalunya. 2010.

26.Gonzalez P A. Factores Inmunologicos y Genéticos de la Infeccién por el Virus del
Papiloma Humano en la Neoplasia Cervical Intraepitelial. Tesis Doctoral de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Granada.2010.

27.Guerra T A, Gonzales G E. EIl virus del Papiloma humano. Repercusion en la
patologia dermatoldgica de las nuevas vacunas. Mas Dermatol. 2008; 5: 4 — 13.
Disponible en: http://www.masdermatologia.com

28. Nufiez J T, Delgado M, Gonzales J, Mindiola R, Veldzquez J. Prevalencia y Factores
de riesgo en la Infeccién por el Virus del Papiloma Humano en Mujeres asintomaticas
en un area rural urbana Venezolana. Rev. Invest. clin. 2009; 50(2):203-212.

29.Garcia T J. Actualizacion sobre la historia del Virus del Papiloma Humano en
Venezuela y su relacion con el Céancer Cervical. ISSN 1317-987X. Maracaibo
Venezuela. 2006; 27.

30.Juarez A G A. Diagnéstico molecular del Virus del Papiloma Humano (VPH): El uso
de PCR en tiempo real y su relevancia diagnostica. Tesis de Maestria en Ciencias en
especialidad de Biomedicina Molecular del Instituto Politécnico Nacional de D.F.
México. 2007.

31.Calixto G M. Vacunas Contra el Papiloma Virus Humano. Tesis de Especializacion en
Laboratorio de Inmunologia Clinica de la Facultad de Ciencias Basicas de la Pontificia
Universidad Javeriana. Bogota D.C. 2005.

32.Smal C. Oligomerizacion de la Oncoproteinas E7 del Papilomavirus humano y su
interaccion con el regulador de transcripcién y replicacién viral E2. Tesis Doctoral en
el area de ciencias la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de
Buenos Aires. 2010.

33.Rivera Z R, Delgado D J, Painel P V, Barrero P R, Larrain H A. Mecanismo de

Infeccion y Transformacion Neoplasica producido por Virus Papiloma Humano en el
Epitelio Cervical. Rev. Chil. Obstet Ginecol. 2006; 71(2): 135-140.

143


http://www.masdermatologia.com/

Carrera de Bioquimica/FCFB-UMSA Instituto SELADIS

34.Lizano S M, Carrillo G A, Contreras P A. Infeccion por virus del Papiloma Humano:
Epidemiologia, Historia Natural y Carcinogénesis. Cancerologia 2009; 4: 205 — 216.
Disponible en: lizano@servidor.unam.mx.

35.Ball E. Virus del Papiloma Humano. Biologia Molecular, genética y mecanismo
oncogénico. Parte I. Dermatologia Venezolana 1998; 36(4):1-6

36.Infeccion por el Virus del Papiloma Humano. Virus del papiloma humano
(Papilomavirus). Suplemento 1. Diciembre 2001. 12.

37.Suarez M A, GOmez E, Aragon Vidart, de la Garza P. Deteccion y Tipificacion
mediante biologia molecular del virus del papiloma humano en muestras genitales.
Rev. Esp. Quimioterap. 2006; 19 (2): 161-166.

38.Guglielmo C Z, Rodriguez B A, Avila H M, Veitia M D, et Al. Virus del Papiloma
Humano y Factores de Riesgo. Rev. Venez Oncol. 2010; 22 (1): 32-38.

39.Virus del Papiloma humano: Informacion sobre el VPH para los médicos. Centros para
el control y la prevencion de enfermedades (CDC) 2007. Disponible en:
www.cdc.gov/std/hpv/screening.

40.Garcia T J, Molina J y Blasco O E. El virus del papiloma humano y el cancer cervical.
Una revision de la historia actualizada sobre la investigacion del cancer del cuello
uterino en Venezuela. Rev. Invest Clin. 2010; 51 (2): 193-208.

41.Infeccion por el Virus del Papiloma Humano. Asociacion de Microbiologia y Salud.
Bilbao. 2005: Pag. 1-20. Disponible en: WwWw.amys-
microbiologia.com/pdf/REUNION_AMYS (VPH)_ 05.pdf

42.Lybarger J A, Spengler R F, De Rosa C T. Prioriry Health conditions: an integrated
strategy to evaluate the relationship between illness and exposure to hazar dous
substances. Atlanta: Agencia para el Registro de Sustancias Toxicas y Enfermedades.
2002. Disponible en: www.atsdr.cdc.gov.

43.Ganén P I, Aguilar P M. Cancer y Virus. Revisiones bibliograficas de la Facultad de
Ciencias Médicas de Provincia Guantanamo. 1998. Pag. 23 — 28.

44.Herndndez M M, De los Angeles R H M. Oncogenes y Cancer. Rev. Cubana Oncol.
1999; 15 (2): 131-9.

45. Almonte M, Mufioz N. Carga de Canceres Asociados con el Virus Papiloma Humano
en América Latina. Rev. Per Ginecol Obstet.2007; 53 (2): 93 — 97.

144


mailto:lizano@servidor.unam.mx
http://www.cdc.gov/std/hpv/screening
http://www.amys-microbiología.com/pdf/REUNION_AMYS_(VPH)_05.pdf
http://www.amys-microbiología.com/pdf/REUNION_AMYS_(VPH)_05.pdf
http://www.atsdr.cdc.gov/

Carrera de Bioquimica/FCFB-UMSA Instituto SELADIS

46.Erazo D J V. Manual de Patologia Cervical. Unidad de Patologia Cervical de la
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad del Cauca. 2007: 2-78.

47.Lebn C G, Faxas M E. Cancer de cuello uterino: aspectos inmunoldgicos y genéticos
de mayor relevancia. Rev. Cubana Med. 2004; 43 (1): 1-8. Disponible
en:file:///D|/documentos%20de%20PP/Revistas%20Terminadas/revistas%20para%?20r
evisar/med08104.htm.

48.Hilario E. Morfologia del Cérvix Uterino. Facultad de Medicina y Odontologia de la
Universidad del Pais VVasco/Euskal Herriko Unibertsitatea. 2007.

49.Mendoza L P, Pdez M, Insaurralde A, Rodriguez M I, Castro A, Kasamatsu E.
Frecuencia y carga viral relativa del virus del Papiloma Humano de alto riesgo segun el
diagndstico citologico en mujeres paraguayas por captura hibrida 1. Rev. Mem. Inst.
Investig. Cienc. Salud. 2010; 6 (1): 6-13

50.L6pez FJ A. Cérvix Normal: Colposcopia, Citologia, Histologia. XVI11 Congreso de la
AEPCC-Granada. Curso de Colposcopia. 2006.

51.Tejido Epitelial. Fac. Cs. Ex. Qcas. Y Nat de la Universidad Nacional de Misiones.
Compendio 2004: 1 - 8.

52.Mabota de Costa F A, Carreras C R. Comparacion de las variables epidemioldgicas y
biol6gicas de pacientes con Céancer de Cérvix procedentes de las ciudades de Maputo
(Mozambique) y Barcelona (Espafia).Tesis Doctoral. Facultad de Medicina.
Universidad Autonoma de Barcelona. 2005.

53.Garcia P J. Que hay en el Horizonte sobre el Virus del Papiloma Humano, Vacunas y el
Control del Cancer Cervical. Rev. Peri Med Exp Salud Publica. 2007; 24 (3): 272-279.

54. Larizgoitia I. Diagndéstico precoz del cancer cervical: Conocimiento actual sobre viejas
y nuevas tecnologias. Barcelona: Agencia de Evaluacién de Tecnologia y Recerva
Medica. Departamento de Sanidad y Seguridad Social. Generalidades de
Catalunya.BRO2/ 2001; 1 — 15.

55.Garcia M C, Ortiz J, Antinez P, Briz T S, et Al. Aplicacion de Técnicas
complementarias, a la citologia, para la deteccién del Virus del Papiloma Humano
(VPH) en lesiones epiteliales del aparato genital femenino. V Congreso Virtual
Hispanoamericano de Anatomia Patoldgica.2002: 1- 25.

56. Castellagué X, Garland S, Cortés X, et Al. El Proximo paso en el Cribado del Cancer
de Cuello Uterino. Bypass Ediciones C/ Bruselas, 7C. Madrid Espafia. 2009; 17: 3-16.

145



Carrera de Bioquimica/FCFB-UMSA Instituto SELADIS

57.Garcia T J, Molina J, Blasco O E. Una actualizacién sobre la ayuda de los estudios de
inmunohistoquimica en el diagndstico y la evaluacion prondstica de la neoplasia
intraepitelial y el cancer cervical. Rev. Vitae ISSN 1317-987X. 2007.

58.Bosch X, Castellagué X, Garland S, Cortés X, et Al. El Impacto Real de las VVacunas en
los Paises Desarrollados Radicara en la Reduccion del Coste de los Programas de
Cribado. Bypass Ediciones C/ Bruselas, 7C. Madrid Espafia. 2005; (7): 1-15.
Disponible en: www.hpvtoday.com.

59.Pallares J, Buetas P, Gonzélez S. Utilidad de la citologia cervical en el diagnéstico
temprano del cancer de cérvix. El sistema Bethesda 2001. Serv.de Anat. Pat. y Genet.
Mol. Espafia. 2006; (1.625): 45 — 48.Disponible en: www.doyma.es/jano.

60. Carrol L. Nomenclatura de las Lesiones Cervicales ( de Papanicolau a Bethesda 2001).
Rev. Esp Patol. 2003; 36 (1): 5 — 10.

61.La cruz P C. Nomenclatura de las Lesiones Cervicales. 2005: 1-5. Disponible en:
www.conganat.org/7congreso/PDF/538.pdf

62.Vivar N. Sistema Bethesda: Citologia Cérvico — Vaginal. Boletin 1. 2006. Disponible
en: leber.saenz@netlab.com.ec.

63.Molano M. La Guerra entre el Sistema Inmune y la Infeccion por el VPH. Rev.
Colomb Cancerol. 2009; 13 (2): 67-68.

64.Rincén O L, Pareja L R, Jaramillo S, Aristizabal B H. Virus del Papiloma Humano,
respuesta inmune y cancer cervical: una relacion compleja. Rev. Col. de Obst. y
Ginecol. 2007; 58(3):202 — 212.

65.Guimaraes G M A, Donadi E A. Inmune Cellular Response to VPH: Current Concepts.
The Brazilian Journal of Infectious Diseases. 2004; 8 (1): 1-9. Disponible en:
www.bjid.com-br.

66.Rincon O L, Pareja L R, Jaramillo S, Aristizabal B H. Virus del Papiloma Humano,
Respuesta Inmune y Cancer Cervical: Una Relacion Compleja. Rev. Colom de Obstet y
Ginecol. 2007; 58 (3): 202-212.

67.Ball E. Virus Papiloma Humano. Biologia Molecular, Genética y Mecanismo
Oncogeénico. Parte Il. Rev. Derm. Venez. 1999; 37: 5-10.

68.Alba M A, Torné B A, Vitaplana V E, Coll C C. La Infeccién por Papilomavirus,
Separata de Documento de Consenso, SEGO, SEC, AEPCC. 2002: 9-55.

146


http://www.hpvtoday.com/
http://www.doyma.es/jano
mailto:leber.saenz@netlab.com.ec
http://www.bjid.com-br/

Carrera de Bioquimica/FCFB-UMSA Instituto SELADIS

69. Arriagada R, Suarez P E, Nazzal N O, Larraguibel P R, et Al. Oncogénesis viral: virus
papiloma humano (VPH) y cancer cervicouterino. Rev. Obstet Ginecol. 2007; 2(1): 71-
78.

70.Lancaster W D. Historia Natural de la Infeccion del Cérvix Uterino por el Virus
Papiloma Humano. Rev. Per Ginecol Obstet. 2007; 53 (2): 84-92.

71.Alba M A, Torné B A, Vitaplana V E, Coll C C. La Infeccién por Papilomavirus,
Separata de Documento de Consenso, SEGO, SEC, AEPCC. 2002: 9-55.

72.Aguilar F K, de los Angeles R H M, Hernandez M M, et Al. Papiloma viral humano y
cancer de cuello uterino. 2008. Disponible en: kaf@infomed.sld.cu.

73.Herndndez G C, Smith S J, Lorincz A, Arreola C E, Lazcano E, Hernandez A M,
Salmeron J. Prevalencia de infeccién por virus de papiloma humano (VPH) de alto
riesgo y factores asociados en embarazadas derechohabientes del IMSS en el estado de
Morelos. Salud Pablica de México. 2005; 47(6):423 — 429.

74.Valdivia L 1 M, Aguayo G F, Pruyas A M, Snijders P J, et Al. Genotipos de Virus
Papiloma Humano (VPH) en pacientes con Cancer cérvico-uterino en un Hospital
Publico y una clinica privada de Santiago, Chile. Rev. Chil Infect. 2010; 27 (1): 11-16.

75.5olis T M, Aguayo F, Vargas M, Olcay F, Puschel K, et Al. Factores de riesgo de
alteraciones citologicas del cuello uterino en mujeres chilenas: Un estudio de casos y
controles. Rev. Med Chile. 2010; 138: 175-180.

76.Brebi M P, 1li G C G, Lépez M J, Garcia M P, Melo A A, Montenegro H S. et Al.
Deteccion y tipificacion de virus papiloma humano en adenocarcinoma de cuello
uterino mediante reverse line Blot, Region de La Araucania, Chile. Rev. Med Chile
2009; 137: 377-382.

77.Vacuna Contra el Virus del Papiloma Humano (VPH). Introduccion de Nuevas
Vacunas. Argentina. Lineamientos HPV. 2011: 5-50.

78.La Prevencion del Cancer cervical a Nivel Mundial. Population Reference Bureau.
2004: 2-20. Disponible en: WWW.PRB-ACCP_PreventCervCancer_SP.

79.Conocimientos, actitudes y préacticas respecto al Cancer de Cuello Uterino en el
municipio de Sucre, Marie Stopes: Bolivia.2004: 1-12.Disponible en:
http://eng.mariestopes.org.bo/files/recursos/Investigacion_CCU.pdf.

80.0rtiz D. Nueve mujeres mueren cada 2 dias por cancer uterino y de mama. 2011.
Disponible en: www.eldeber.com.bo/imprimir.php?id=110713222359

147


mailto:kaf@infomed.sld.cu
http://www.prb-accp_preventcervcancer_sp/
http://eng.mariestopes.org.bo/files/recursos/Investigacion_CCU.pdf

Carrera de Bioquimica/FCFB-UMSA Instituto SELADIS

81.Pardo I, Zarate A, Padilla H. et Al. Plan Nacional de Prevencion Control y Seguimiento
de Cancer de Cuello Uterino 2009-2015. Ministerio de Salud y Deportes. 2009: 13-45.
ISBN 978-99954-733-8-9.

82.Bosch X, Castellagué X, Garland S, Cortés X, et Al. Simposio Internacional Aspectos
Clinicos y Cientificos del Virus del Papiloma Humano en Medellin. Colombia. 2007;
12: 2-15.Disponible en: www.hpvtoday.com.

83.Céancer de Cuello Uterino. Publicacion por UNFPA Bolivia. Disponible en:
http://bolivia.unfpa.org.

84.Estrategia y Plan de Accion Regional para la Prevencion y el Control del Cancer
Cervicouterino en América Latina y EI Caribe.OMS.2010: 3-17.

85. Iniciativas de PATH para la Prevencion del Cancer Cervical.2009: 1- 11. Disponible
en: ww.path.org.

86.August A R, Blumenthal P, Cabral D, Chijerenje M, et Al. Control Integral del Cancer
Cervicouterino. Organizacion Mundial de la Salud. 2007: 17-60. Disponible en:
www.who.int/chp.

87.Minervini M V, Aristimufio A M, De Agostio L E. La Prevalencia del VPH. Congreso
I11 Internacional Clinical Virology Symposium And Advances In Vaccines, Argentina.
2010.

88.Barba E J R. Cancer cervicouterino: ;Qué papel etioldgico juega la infeccion con el
virus del papiloma humano? Rev. Mex Patol Clin. 2009; 56 (2):83-104.

89.Cofifio R F, Hernandez A R, Natal R C. Prevencion del Cancer de Cuello de Utero,
recomendaciones para la deteccion precoz.2009: 7-31. Disponible en:
www.asturias.es/cuidartusalud.

90.EI Céancer de Cérvix. Publicacion de los NIH 09-2047S. Instituto Nacional de Céncer.
2009: 1-50. Disponible en: http://www.cancer.gov/publications.

91.Bosch X, Castellague X, Garland S, Cortés X, et Al. El Préximo paso en el Cribado del
Céancer de Cuello Uterino. Bypass Ediciones C/ Bruselas, 7C. Madrid Espafia. 2009;
17: 3-16. www.hpvtoday.com.

92.Navarrete S M E, Mufioz V P F. Prevalencia de PAP Positivos para Cancer
Cervicouterino, en mujeres Menores de 25 afios, Bajo Control en el Consultorio
Externo de PAILLACO. Enero 2003 a Diciembre de 2006. Tesis de Licenciatura en

148


http://www.hpvtoday.com/
http://bolivia.unfpa.org/
http://www.who.int/chp
http://www.asturias.es/cuidartusalud
http://www.cancer.gov/publications
http://www.hpvtoday.com/

Carrera de Bioquimica/FCFB-UMSA Instituto SELADIS

Obstetricia y Puericultura de la Facultad de Medicina de la Universidad Austral de
Chile. 2007.

93. Garnica L Y, Agudelo J D. Cancer de Cuello Uterino-Generalidades. Asociacion
Esparfiola contra el Cancer. 2008:1-10. Disponible en: www.todocancer.org.aecc.

94.Sirera G, Videla S, Castella E, Cavellé L, Grané N, et Al. Contribucion de la captura de
Hibridos de Segunda generacion del virus del papiloma humano en el cribado de
afeccion cervical en mujeres con infeccion por el virus de la inmunodeficiencia
humana. Rev. Med Clin (Barc). 2005; 125 (4):127-131.

95. Esta Usted Preparado para la Nueva Era de Pruebas para Virus del Papiloma Humano.
Prueba de deteccion del VPH (HC2).2004. Disponible en. info@quimiolab.com.

96.Clavel C, Masure M, Bory J P, Putaud I, et Al. Confia Usted exclusive, mente en la
Citologia  Cérvico Vaginal (CCV) para la deteccion de Cancer de Cuello
Uterino?.2007; 2. Disponible en. info@quimiolab.com.

97.Manual de Procedimientos Prueba VPH por Captura Hibrida. Quito-Ecuador.
Disponible en: quimiolab.ecuador@quimiolab.com.

98.Domingo A A. Las Enfermedades e Infecciones de Transmision Sexual. Rev. Pediatr
Integral. 2009; 13(3): 223-238.

99.Bosh F X, de Sanjosé S, Castellsagué X. Virus del Papiloma Humano: riesgo
oncogénico y nuevas oportunidades para la prevencion. SERC. Institut Catala de
Oncologia. L Hospitalet. 2004, 21: 53:14. Disponible en:
http://www.cfnavarra.es/salud/anales/textos/vol24/n1/colab.html.

100. Papiloma Humano HPV. Disponible en: www.laboratorio—sao-camilo-informes-
cientificospapilomavirus-humano-hpv. 2005:2.

101. Castellanos M M R. Cancer cervicouterino y el VPH Opciones de deteccion. Rev.
Fac. Med. UNAM. 2003; 46 (2):62-66.

102. Serman F. Céancer Cervicouterino: Epidemiologia, Historia Natural y Rol del Virus
Papiloma Humano Perspectivas en Prevencion y Tratamiento. Rev. Chil Obstet
Ginecol.2002;67(4): 318-323.

103. Torres T A G, Baca B E. Reaccion en Cadena de la Polimerasa. Rev. Elementos.
1995; 3(23):16-21.

149


http://www.todocancer.org.aecc/
mailto:info@quimiolab.com
mailto:info@quimiolab.com
mailto:quimiolab.ecuador@quimiolab.com
http://www.cfnavarra.es/salud/anales/textos/vol24/n1/colab.html
http://www.laboratorio–sao-camilo-informes-cientificospapilomavirus-humano-hpv
http://www.laboratorio–sao-camilo-informes-cientificospapilomavirus-humano-hpv

Carrera de Bioquimica/FCFB-UMSA Instituto SELADIS

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

Rodriguez S | P, Barrera S H A. La Reaccion en Cadena de la Polimerasa a dos
décadas de su Invencion. Rev. Ciencia UANL. 2004; 7(3):323-335.

Reaccién en cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR).
Universidad Politécnica de Valencia. .Disponible en:
http://www.thehealthnews.org/news.org/news/06/08/02/pcr.html

Consenso de Papiloma Virus Humano (HPV) y Herpes Simplex Virus (HSV).
Genital. Soc. Arg. De Dermatologia.2004. Disponible en: http://www.sad.org.ar.

Virus del Papiloma Humano, Situacion Actual, Vacunas y Perspectivas de su
Utilizacion. Andalucia. 2008: 2-27.

Espinosa A L. Guia Practica Sobre la Técnica de PCR. Las Herramientas
Moleculares. Cap. 17. 517-535.

Yabar V C A. Manual de Procedimientos de Electroforesis para Proteinas y DNA.
Centro Nacional de Salud Publica del Instituto Nacional de Salud. Lima Perd. 2003:
1-59. Disponible en: www.ins.gob.pe.

Morales B l. Electroforesis. 2008. Disponible en:
http://en.wikipedia.org/wiki/Electrophoresis.

Facultad de Medicina UNAM, Departamento de Bioquimica. Bioguimica y Biologia
Molecular. Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa. Mc Graw-Hill
Interamericana Editores, México, 2000.

De Sanjosé L S, Garcia G A M. Virus del Papiloma Humano y Cancer:
Epidemiologia y Prevencion. Monografia de la Sociedad Espafiola de Epidemiologia
de la Universidad de Valencia. 2006: 3-140.

Flores Y, Cuzick J. Prueba para La Vida Preventive Oncology International México,
A. C.: Deteccion de Virus de Papiloma Humano “Alto Riesgo” y Lesiones
Precancerosas y Cancerosas del Cérvix. Salud Pablica Mex.2007.

Cervantes J, Lema C, Hurtado L, Andrade R, Quiroga G, et Al. Prevalence of Human
Papilomavirus Infection In Rural Villages of the Bolivian Amazon. Rev Inst. Med.
Trop. S. Paulo. 2003; 45 (3): 131-135.

Lépez S A, Lizano S M. Céncer Cervicouterino y el Virus del Papiloma Humano: La
Historia que no Termina. Rev. Cancerologia 1 de Mex.. 2006: 31-55.

150


http://www.thehealthnews.org/news.org/news/06/08/02/pcr.html
http://www.sad.org.ar/
http://www.ins.gob.pe/
http://en.wikipedia.org/wiki/Electrophoresis

Carrera de Bioquimica/FCFB-UMSA Instituto SELADIS

116.

117.

118.

Fisiologia de la Reproduccion Femenina. XIV Jornada de Formacion
Interhospitalaria del Laboratorio Clinico: 2:31.

Rodriguez M F 1. Nuevas Indicaciones de las vacunas contra el Virus del Papiloma
Humano. Infectologia Pediatria. 2009. Disponible en:
www.nuevas_indicaciones_de la-vacuna_del VPH.

Mancilla R S E. Procedimientos Moleculares para la Identificacién y Tipificacion del
Virus del Papiloma Humano en Cancer Cérvico Uterino y Lesiones Intraepiteliales
Precursores. Tesis de Especialidad en Salud, Microbiologia de la Facultad de
Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas de la Universidad Mayor de San Andrés.
Bolivia. 2011.

151


http://www.nuevas_indicaciones_de_la-vacuna_del_vph/

