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RESUMEN

El cancer cérvicouterino es la neoplasia més frecuente en México y una de las
principales causas de muerte en la poblacion femenina, el principal factor de riesgo es la
infeccion por el virus del papiloma humano ( VPH ).

El objetivo del trabajo fué determinar la frecuencia y los genotipos del VPH en
pacientes con citologias exfoliativas sospechosas de infeccién y su relacion con lesiones
cervicales preinvasoras.

Se realizé un estudio descriptivo en el periodo del 1°. de Noviembre de 2001 al 30 de
Abril del 2003, en pacientes enviadas a la Clinica de displasias de Hospital General de
Querétaro y del Hospital de Especialidades del Nifio y la Mujer de SESEQ con citologias
exfoliativa sospechosas de infeccion por VPH a las que se les practico cepillado cervical
para el estudio mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa ( PCR ) para el
diagnoéstico de infeccion por VPH.

Se estudiaron 67 mujeres con una media de edad de 36.4 + 11.05 afios, en 41 (61%)
muestras indicaron infeccion por VPH, en pacientes con lesiones cervicales inflamatorias,
la positividad fue del 56% predominando los de bajo riesgo oncogénico ( 53% ), en
pacientes con Neoplasia Intraepitelial Cervical ( NIC I ) fué del 57% con predominio de
los de bajo riesgo en un 77%, en NIC II fueron positivos en 56% y mas frecuentes los de
alto riesgo (60%). En NIC III todas (100%) presentaron ADN del VPH de alto riesgo. En
pacientes con cancer cervical invasor el 100% de las muestras fueron positivas al ADN del
VPH de alto riesgo.

La citologia exfoliativa ( papanicolau ) tiene un alto porcentaje de falsos positivos
para diagnosticar infeccion por VPH, existié una correlacion entre mayor grado de lesion
cervical, mas frecuente la presencia del virus y de mayor oncogenicidad. La técnica de PCR

es de gran utilidad para identificar a pacientes con VPH y alto riesgo de padecer cancer
c€rvico uterino.

PALABRAS CLAVE.- Cancer Cérvico uterino, Neoplasia Intraepitelial Cervical ( NIC ) y
virus del papiloma humano ( VPH).



SUMMARY

In Mexico, the cervicouterine cancer is the most frequent neoplasia and one of
the main causes of death in women. The main risk factor is infection caused by the human
papiloma virus (HPV).

The objetive was to determine the frequency and (HPV) genotypes in patients
with suspected of infection smear tests as well as its relation after to pre-invasive cervical
injures.

A descriptive study was made from November 1st, 2001 to April 30, 2003, with
patients who attended the Querétaro General Hospital's Displasia Clinic and the SESEQ
Children and Women Speciality Hospital suspected of infection citologies after smear tests
by HPV. A cervical swipe out was taken on the patients and sent for study by the
polymerase chain reaction technique. (PCR).

67 samples were studied with average of 36.4 £ 11.05 years. In samples analysed
by PCR, 41 (61%) were positive for HPV infection. Of patients with inflamed cervical
injures 56% were positive with low risk oncogenic patients predominety (53%), patients
with intraepitalial cervical noeplasia (CIN I), 57 were positive, with low risk cases
predominating (77%). Of patients with CIN II, 56% were positive, more frequently high-
risk cases (60%). Of patients with CIN III, all (100%) experienced high-risk VPH’ AND. In
patients with invasive cervical cancer, 100% tested positive for high-risk VPH’ AND.

Cervical citology (papanicolau) presents a high percentage of false positive
diagnosis for VHP infection. It was also found that the greater the cervical lesion, the more
frequently was detected the presence of the virus and of greater oncogenicity. The PCR

technique is very useful in the identification of patients with a high risk of cervical uterine
cancer.

Key Words: Cervical Uterine Cancer, Intrapitalial Cervical Neoplasia (CIN) and Human
Papiloma Virus.
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I.- INTRODUCCION.

El cancer cervicouterino es la primera causa de morbilidad y mortalidad por
esta enfermedad en los paises en desarrollo y representa una de las principales causas de
muerte en la poblacion femenina, se reportan mas de 500 000 casos nuevos anuales, y casi
200 000 mujeres mueren anualmente por la enfermedad. A nivel mundial representa el
7.6% del total de muertes por céncer en la mujer, ocurre con mayor frecuencia en la etapa
mas productiva de la vida de la mujer ( entre los 30 y 50 afios de edad ) por lo que

representa un serio problema socioeconémico y de salud nacional.

La adquisicién de la enfermedad se ha asociado con el inicio temprano de la
actividad sexual, la promiscuidad, el uso de anticonceptivos orales, la multiparidad, la
desnutricion con bajos niveles socioecondmicos y la inmunosupresion. Los programas para
la deteccion oportuna del céncer cervicouterino no han reducido el nimero de defunciones
en México ni en la region centro. Lo factores que en mayor medida han impedido abatir la
mortalidad son el bajo nivel de cobertura y la utilizacion tardia de los servicios de salud por

los grupos de mayor riesgo.

El cancer cervicouterino estd precedido de una serie de alteraciones celulares en
el epitelio cervical denominada neoplasia intraepitelial cervical ( NIC ). Actualmente se
acepta que el virus del papiloma humano ( VPH ) es el principal agente etiologico
infeccioso asociado al cancer cervicouterino (CaCu) y la NIC, esta asociacion es
particularmente importante en los tipos de VPH que se han denominado de alto riesgo

( VPH-AR ) principalmente VPH 16, 18, 31, 33, 35, 52, 56 y 58 ). Estos tipos de VPH-AR
se han detectado en mas del 90% de los casos de cancer invasor y entre 80% y 90% de los
casos de NIC, los tipos virales mas cominmente asociados con estas lesiones son el VPH —

16 (50 —55% )yel VPH — 18 ( 15-20% ). Se considera que la persistencia del VPH-AR

conduce a la progresion de las células cervicales.



La diferencia entre una alta prevalencia de infeccion por VPH ( 11 -80% ) en
mujeres sanas jovenes, la baja incidencia de NIC y progresion de lesiones, apoya la

hipétesis de que el VPH puede ser una causa necesaria, pero insuficiente para explicar la
aparicion de NIC y cancer invasor.

La presencia de VPH parece explicar muchos de los factores de riesgo
establecidos para neoplasia cervical, incluyendo el comportamiento sexual y el tabaquismo.
En la poblaciéon de mujeres mexicanas son pocos los estudios que hacen referencia a la

frecuencia o a la asociacién entre la infeccion por el VPH y el NIC.

En la ultima clasificacion epidemiologica de los tipos de papiloma virus
humanos asociados al cincer cervical, llevada a cabo por la Agencia Internacional para el
Estudio del Cancer en el afio de 2003 basada en 11 estudios de casos y controles de 9 paises
que involucraron a 1918 mujeres con cancer cervical y 1928 controles, se clasificaron como
los VPH de alto riesgo a los tipos en orden de frecuencia: 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58, 35, 39,
51, 56, 59, 68, 73 y 82. Fueron clasificados como de probable alto riesgo: 26, 53 y 66,
mientras que los VPH de bajo riesgo: 6,11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 y CP6108, en
esta ultima clasificacion existe una adecuada concordancia con la clasificacién en

agrupacion filogenética.

La actual clasificacion oncogénica de los diferentes tipos de VPH tiene
importantes implicaciones para la prevencion del cancer cervical asi como para el cuidado

de las pacientes y estrategias de escrutinio.



HIPOTESIS.

A.- A mayor grado de lesion cervical, mas frecuente la prevalencia de infeccion

por el virus del papiloma humano.

B.- A mayor grado de lesion cervical, mas frecuente la prevalencia de infeccion

por el virus de alto riesgo.

OBJETIVO GENERAL.

Determinar la frecuencia y los genotipos del virus del papiloma humano en
pacientes con lesiones sospechosas de infeccion, por citologia y/o colposcopia y su relacion
con lesiones cervicales preinvasoras que acuden a la Clinica de displasias del Hospital

General de Querétaro y del Hospital de Especialidades del Nifio y la Mujer de SESEQ.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Estudiar la presencia del VPH y su genotipo en pacientes que acudan con

hallazgos sospechosos citologicos y/o colposcopicos de infeccion.

Determinar por grupos de edad y paridad la frecuencia de lesiones cervicales y

su relacion con infeccién por VPH.

Explorar la frecuencia de los diferentes genotipos del VPH con los diferentes

estadios de lesiones cervicales preinvasoras.

Conocer la frecuencia y genotipo del VPH en pacientes con céncer cervical

invasor.



IL.- REVISION DE LA LITERATURA.

El cancer cervicouterino es un problema de salud publica a nivel mundial, que
afecta con mayor intensidad a mujeres de habla hispana y en particular a las
latinoamericanas en edad productiva en forma considerable, es la causa nimero uno de
mortalidad por neoplasia maligna en mujeres de paises en desarrollo. Se estima que la tasa
de incidencia de CaCu desde 1980 se ha incrementado considerablemente y que desde ese
mismo afio ocupa la segunda causa de muerte en todo el mundo, los trabajos desarrollados

al respecto indican que la gran mayoria de los casos se encuentran en poblaciones latinas
con etapas avanzadas de la enfermedad ( Novoay col. 2001)

Esta neoplasia es el segundo cancer mas comin en mujeres a nivel mundial y
la mas frecuente en mujeres latinoamericanas, se reportan mas de 500 000 casos nuevos
anuales y constituye el 7.6% del total de muertes por céncer en la mujer a nivel mundial,

casi 200 000 mujeres mueren anualmente por la enfermedad. ( Hernindez y col 2002,
Gonzélez y col. 2002, Muiioz y col. 2003 ).

Al analizar las tasas de mortalidad por cancer cervical en diferentes paises, se
observa que la variacion de la mortalidad es notable con tasas que llegan a ser ocho veces
mas alta en los paises de “ alto riesgo” en Latinoamérica, el sudeste Asiético y Africa,
respecto a algunas naciones de Europa, a Japén y a Australia ( Boyle y col. 1997 ). Asi
mismo, cuando se comparan las tasas de mortalidad ajustadas de Canada y Estados Unidos
de América ( EUA ), con los paises de América Latina cuya informacién sobre mortalidad
es confiable ( Colombia, Venezuela, Costa Rica ), se hace evidente que dichas tasas son
més altas en estos nltimos paises pues, ademas de la elevada cifra de defunciones por
cancer cervical que presentan, ocupan asi mismo los primeros lugares en mortalidad por
tumores malignos, inclusive, en las tltimas décadas se ha observado un aumento en la
mortalidad por cancer cervical en paises como Chile, Costa Rica y México ( Castafieda y
col. 1998 ).



Las tasas de mortalidad por cancer en México muestran una marcada tendencia
creciente en las ltimas décadas. Los tumores malignos en México ocupan el segundo lugar
como causa de muerte en la poblacion general y, dentro de éstas, el cancer cervical
representa el tercer lugar como causa de defuncion por neoplasias malignas y primer lugar
si se toma en cuenta solo al sexo femenino ( Vargas 1996, Castafieda y 1998 ). Asf mismo,
dicha neoplasia constituye 21.4% del total de neoplasias malignas, 35% de las que afectan a
la mujer y 85% de las ginecologicas ( Secretaria de Salud 1997 ).

De acuerdo con los resultados obtenidos en diversos estudios epidemiolégicos,
el cancer cervical ocurre con mayor frecuencia en la etapa més productiva de la mujer, es
decir entre los 30 y 50 afios de edad ( Taja y col. 1996 ), los factores asociados en forma

mas consistente son la infecciébn por el virus del papiloma humano, actualmente

considerado como el mas importante ( Ramirez y col. 1989 y Lizano y col. 1997 ).

Entre los demas factores asociados al cancer cervical se encuentran los habitos
sexuales ( antecedente de dos o mas parejas sexuales o el inicio de la vida sexual a edad
temprana ), los factores de riesgo reproductivo en la mujer ( como la multiparidad vaginal o
el consumo de anticonceptivos de tipo hormonal ), la desnutricién, el bajo nivel
socioecondmico y la inmunosupresion y otros como el tabaquismo, que ain es
controversial ( Lazcano y col. 1995 ). Las observaciones previas, apoyan la hipotesis que
considera al carcinoma cervical como un padecimiento de trasmision sexual con fuerte
componente infeccioso, ya que los numerosos microorganismos adquiridos por esta via
lesionan la mucosa cervical promoviendo la transformacion del epitelio ( Guijén y col.
1985 ) y ( Reeves y col. 1989 ). Se ha postulado el efecto sinergia del virus del herpes

simple tipo 2 y del tabaquismo en la patogénesis del carcinoma del cuello uterino

( Syrjanen y 1980 ).

El cancer cervical esta precedido de una serie de alteraciones celulares en el
epitelio cervical denominada neoplasia intraepitelial cervical ( Buckley y col. 1982 ). La

prevalencia de lesiones cervicales con infeccién por virus del papiloma humano vara del
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11 al 80% ( Hernandez y col. 2002 ), en mujeres sanas jovenes, la baja incidencia de NIC
y progresion de las lesiones, sugieren fuertemente que el VPH puede ser una causa
necesaria, pero insuficiente para explicar la presencia del NIC y céncer invasor ( Moscicki
y col. 1989 ), sin embargo el Instituto de Salud Publica a través de su centro de
investigaciones de salud de poblaciones considera conservadoramente la prevalencia
citologica de infeccion por VPH del 10% en la poblacién femenina la cual aumenta de

acuerdo a la poblacion estudiada ( Zamora y Terrés 1998 ).

Actualmente se acepta que el virus del papiloma humano es el principal agente
etiologico infeccioso asociado a las lesiones al cancer cervical y a la neoplasia intraepitelial
cervical, esta asociaciéon es particularmente fuerte con los tipos de VPH que se han
denominado de alto riesgo ( VPH — AR ) principalmente VPH 16, 18, 31, 33, 35,39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 68, 73, y 82 ( Mufioz 2003 ). Estos tipos de VPH — AR se han detectado en
mas del 90% de los casos de cancer invasor y entre 80 a 90% de los casos de NIC

( Hernandez y col. 2002 ). Los tipos virales mas comunmente asociados a estas
lesiones son el VPH-16 ( 50 — 55% ) y el VPH-18 ( 15 —20% ), se considera que la

persistencia del VPH —AR conduce a la progresién de las lesiones cervicales ( Keng y
Anders 1996).

II. 1.- VIRUS DEL PAPIL.OMA HUMANO ( VPH)

El virus del papiloma humano ( VPH ), tiene importancia por ser una de las
infecciones més frecuentes a nivel mundial, estar asociada con cancer anogenital, de
tratamiento complejo, no existe antiviral especifico y todas las modalidades terapéuticas
tienen alto indice de recidivas y muy probablemente no se erradica, lo mejor es la
prevencion, con el uso del condén, mejores hébitos higiénicos y controles citologicos
semestrales o anuales dependiendo de los factores de riesgo ( Vargasy 1996 y Richard
1987).



Este tipo de lesiones se clasifica en:

A).-Latentes. ( asintomaticas ). no tienen lesiones visibles y son detectadas por técnicas
moleculares.
B).- Subclinicas: se identifican por medio de colposcopia.

C.- Clinicas: Se manifiestan como condilomas acuminados.

Las manifestaciones clinicas del virus varfan dependiendo del sitio, huésped, y

tipo de virus, la infeccion anogenital incluye mas de un sitio ( Vargas 1996 ).

El virus del papiloma humano presenta un problema multidimensional para los
ginecologos y urélogos, la incidencia de esta infeccién se ha incrementado de tal forma que
actualmente es la infeccién viral mas frecuente del aparato genital. EIl VPH se trasmite por
contacto sexual, pero no se ha precisado el mecanismo exacto de infeccién a nivel de la

interaccion virus-célula del huésped. (Cano y col. 1995).

El cuadro clinico es variable, con remisiones y exacerbaciones. Con los
avances en la Biologia Molecular, su diagnéstico y tipificacién han modificado su
tratamiento. Existen diversos tratamientos que dependen de la experiencia del médico y de
las caracteristicas de las pacientes, algunas veces su erradicacién es imposible ya que nunca

desaparece del aparato genital ( Vargas 1996 ).

Las consecuencias a largo plazo de la mayoria de las enfermedades de
trasmision sexual son mas serias para las mujeres que para los hombres. La mayoria cursa
con pocos sintomas, por lo que frecuentemente no son tratadas, lo que resulta en una serie
de consecuencias adversas como son los embarazos ectopicos, la esterilidad e infertilidad,
infeccion transplacentaria del feto, parto prematuro e infeccién del recién nacido a través
del canal de parto contaminado. De la misma manera la infeccion por VPH a nivel genital

es asociada con displasia cervical y puede ser cofactor en el desarrollo de cancer genital.




El tratamiento es miltiple e incluye agentes citotéxicos, cirugia, inmunoterapia
y abrasion por lasser ( Cano 1995 ).

II. 2.- HISTORIA.

La primera descripcion de las VeITugas se encuentra en los escritos de Celso
(125 DC ), el origen viral de las verrugas lo postulé Ciuffo en 1907 y Strauss en 1949
identificé al virus. La trasmision sexual de las verrugas fue sugerida en 1954 por Barret En
1956 Hoss y Durfee acufiaron el término “ atipia coilocitica “.Papanicolau fue el primero en
descubrir células originadas a partir de las verrugas, con el término de “ halo perinuclear «
en 1960. Posteriormente en 1969 Almeida sefialo la heterogeneidad de los tipos de HVP y
Meisels postul6 al coilocito en la citologia exfoliativa como patognomoénico de infeccién
por HVP en 1976. En ese aiio se establecio la heterogeneidad genética de los papilomas, lo
que condujo a Gissman, Pfiter y Zur Hausen a identificar cuatro tipos de VPH diferentes
en 1977. En 1983 ocurrié un suceso importante que relacion6 al VPH con cancer, cuando
Durst identificé acido desoxiribonucleico de VPH en canceres cervicales, sin embargo la
primera descripcién de esta asociacion fue descrita por Lewandowski y Luzt en 1992 en un

paciente con epidermodisplasia ( Vargas 1996 ).

I1. 3.- EPIDEMIOLOGIA.

La infeccién por VPH es la mas frecuente de las trasmitidas sexualmente,
debido quizé a los cambios en la conducta sexual. Se considera que del 11 al 80% de todas
las mujeres en edad fértil tienen VPH ( Henrnandez y col. 2002 ) otros estudios que se han
hecho en poblaciones que acuden a programas de deteccién a clinicas de atencién de
enfermedades de trasmision sexual, notifican prevalencia de 9 al 13%, en funcién del tipo

de poblacién estudiada ( Zamora y Terrés 1998 ).




Alrededor del 25 a 65% de las personas que han tenido contacto sexual con

personas infectadas la adquieren y solo 60 a 80% de los infectados a nivel anal informan

una relacion ano genital.

La prevalencia de lesiones del cérvix uterino con infeccién del VPH varia del
10 al 80%, actualmente se conocen mas de 90 tipos virales genéticamente diferentes, y solo
algunos de ellos estan asociados al cancer genital, en especial los tipos VPH 16 y 18. En
México, en el 90% de los carcinomas cervicales se detecta algun tipo viral: el VPH 16 se
encuentra en el 50% de los casos; el VPH 18, en el 15%; el VPH 31, 33 y 35 en conjunto en
el 12% y los otros tipos virales en el porcentaje restante ( De la Torre y col.1994,

Berumen y col. 1997).

La trasmision es generalmente de tipo sexual, aunque se sugieren otros como la
autoinoculacion, fomites, iatrogénica durante la exploracién ginecologica y anal con el
mismo guante, instrumental mal esterilizado y en mujeres nubiles, esto ha sido confirmado
por medio de técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa ( PCR ).
Los pacientes con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida pueden tener varios tipos de
VPH simultaneamente o cambiar rapidamente de un tipo a otro, la situacion se ha tornado
un problema de salud publica que requiere de implementar medidas de urgencia ( Vargas
1996 y Zamoray Terrés 1998 ).

La edad mas frecuente en que se presentan los condilomas es entre los 16 y 25
afios, con predominio en mujeres blancas con relacion a negras de 2:1, en hombres no hay
diferencias. Las adolescentes experimentan un alto riesgo de exposicion a enfermedades de
trasmision sexual, en parte porque la adolescencia es un tiempo de curiosidad sexual,
experimentacion y el riesgo es tomado, en adicién a los factores psicolégicos, los factores
biologicos hacia las mujeres adolescentes han hecho que sean mas vulnerables que los
adultos a las infecciones genitales, en la pubertad temprana, el epitelio columnar en el utero
se extiende desde el canal endocervical a la vagina y no hay proteccion para los patégenos

por la mucosa cervical (Cano 1995).



Se desconoce su historia natural y establecer la forma de trasmision es dificil,
sin embargo, el intervalo entre la exposicion y la deteccion de la infeccion varia de 3
semanas a 8 meses con una media de 3 meses, lo cual tiene importancia al buscar contactos,
un compaiiero sexual previo y no el actual puede haber sido el origen del contagio, dejando
a la persona sin explicacion. Al parecer los condilomas acuminados afectan a ambos sexos,
en tanto que el papiloma plano rara vez da origen al condiloma florido en el hombre, la piel
del pene parece menos susceptible a 1a aparicion de la neoplasia intraepitelial, a diferencia

de la zona de transformacién cervical que puede llegar a evolucionar a un carcinoma
( Vargas 1996).

No todas las personas con verrugas genitales o infecciones subclinicas
presentan neoplasia intraepitelial cervical ( NIC ) o cancer, pueden persistir, crecer o
involucionar espontaneamente, la regresion espontanea depende de la inmunidad celular. El
aumento de anticuerpos virales que coincide con la regresién de las verrugas probablemente
refleje la destruccién de las células tumorales y la correspondiente liberacion de antigenos
virales intracelulares, los anticuerpos especificos del VPH probablemente tengan mayor
importancia como defensa contra la diseminaciéon que como factor para la curacién. El
ritmo de regresidn espontanea en la mujer ocurre, 30% en 3 a 6 meses, una verruga
raramente dura mas de 5 afios, por lo que se puede considerar que la historia natural de la
enfermedad y el poder oncogénico del VPH son impredecibles. Es importante recordar que
la eliminacién del condiloma acuminado no significa desaparicién del VPH. Cada colonia
de virus tiene su propio ciclo reproductor ( Hans y Krebs 1989, Hans y Sonia 1994,
Gerard y Nuovo 1989).

I1. 4.- DESCRIPCION DEL VIRUS.

Los VPH son estructuras icosaédricas de 55 micras de diametro con un nmicleo
central denso de DNA, una capsula proteinica que le rodea. El DNA del VPH es de doble
banda y se presenta en forma de circulo cerrado, con 800 pares de bases, son virus
epiteliotropicos, infectan los nicleos de células epiteliales, dentro del nicleo, el DNA del

VPH se encuentra como episoma, o sea una estructura proxima no integrada al DNA de la
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célula huésped, la clasificacion de los VPH se basa en el andlisis serologico de
determinantes antigénicos u homologia de los nucleétidos. Los genomas del VPH se
dividen en regiones tempranas (E) y tardias (L), de las que esta Gltima codifica proteinas

estructurales, y los genes de la primera codifican proteinas requeridas para la replicacion
( Garfias y col. 1995).

Mas de 90 tipos del VPH han sido identificados, y mas de 20 se han asociado
con infecciones anogenitales y se han subclasificado de acuerdo con su relaciéon con la
neoplasia intraepitelial cervical y cancer, como de bajo riesgo: 6, 11, 40, 42, 43, 44,
54,61,70,72, 81 y CP6108 y de alto riesgo: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68,
73,y 82 y de probable alto riesgo: 26, 53 y 66 ( Muifioz y col. 2003 ).

II. 5- BIOLOGIA MOLECULAR DEL VPH EN LA CARCINOGENESIS DEL
CUELLO UTERINO.

El VPH se asocia con NIC 10 veces mas que en grupos control, la citologia
negativa, pero positiva a ADN del VPH, demostré 11 veces mas riesgo de desarrollar NIC
Il o NIC III en los préximos 2 a 3 afios, y las mujeres con VPH 16 y VPH 18 tienen aun
mas riesgo que aquellas con virus de bajo o intermedio riesgo. El VPH 16 se asocia més a
cancer epidermoide y el VPH 18 a adenocarcinoma y de células pequefias lo que indica que

el VPH 18 tiene mayor riesgo de neoplasia invasora que los otros tipos (Vargas 1996).

El genoma de algunos papilomavirus humanos se encuentra presente en la
mayoria de los tumores del cérvix Los productos de los oncogenes virales E6 y E7
inactivan a los productos de los genes supresores pS3 y Rb. La E6 se une a la proteina
supresora p53, provocando pérdida de su funcion, l1a E7 se une al gen Rb del retinoblastoma
( fig 1 ). La proteina p53 controla la progresién de las células del reposo al crecimiento.
Los dafios al genoma celular elevan los niveles de p53 e inhiben esta progresion. Esto
permite la reparacion del DNA antes de su duplicacion, las células que pierden este control

replican su DNA dafiado, lo cual genera inestabilidad gen6mica, la proteina E6 de los VPH
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de alto riesgo interacciona con p53 e induce su degradacién. En las lesiones del cervix la
expresion de los oncogenes E6 y E7 podria contribuir a la inestabilidad genomica celular, y
permitiria acumular alteraciones que las llevard al desarrollo tumoral ( Toledo y Garcia
1996 ).

ONCOGENESIS HPV

\/,\ )\/
Crecimiento celular
no inhibido

O =
7

;‘dniemo

celular
inhibido

CELULA NORMAL Proteica

CELULA . INFECTADA POR HPV

Fig. 1.- Oncogénesis y VPH.- Los productos de los oncogenes virales E6 y E7 inactivan a
los productos de los genes supresores p53 y Rb. El E6 se une a la proteina supresora p33,
provocando pérdida de su funcién. El E7 se une al gen Rb del retinoblastoma.
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Region Protelnas

regulatoria transformantes
no codificadora E6

7
RC = \

Protelna principal
delacipside 9

E1 Replicacién

E4
Protelna secundaria Ag -

de la cépside
E2  Replicacin

Es y transcripcién

Fig. 2.- Mapa genético del papiloma virus tipo 16.- El genoma circular del ADN de doble
cadena contiene 7904 pb. Se muestra la localizacién de los genes. RLC, region larga de
contol; Ae y Al, sefiales de poliadenilacién, temprana y tardia respectivamente, p97,
promotor temprano que dirige la expresion de E6 y E7. Genes de expresion temprana: El,
E2, E4, E5, E6, E7; genes de expresion tardia L1y L2.

1L.6.- LOS PAPILOMA VIRUS HUMANOS Y SUS ONCOGENES.

El genoma del VPH esta formado por una region de control que contiene el
origen de replicacion y el promotor temprano, y una region codificadora organizada en dos
regiones, una temprana ( E ) y una tardia (L) (Fig.1). La region temprana contiene 6 genes
principales ( 5 de proteinas tempranas y 1 de tardia ) cuyos productos estan involucrados
en procesos tales como la replicacion viral, la regulacién de la transcripcion, y la
inmortalizacién celular. La region tardia contiene dos genes que codifican para proteinas
estructurales de la capside viral. Las funciones particulares que han sido asociadas a cada

gen, asi como algunas de sus propiedades se muestran a continuacion:
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PROTEINAS TEMPRANAS:

E6.- Inmortaliza y modula la transcripcion, se une a la P53 e induce su degradacion.

E7.- Inmortaliza y modula la transcripcidn, se une a Rb inactivandola.

E2.- Regula la transcripcion viral. Se une al DNA, coopera con E1 en la replicacion viral.
El.- Participa en la replicacion viral, inicia la replicacion, modula la funcion E2.

ES5.- transforma, se pierde durante la integracion viral.

PROTEINAS TARDIAS:

L1 Y L2.- Proteinas de capside.

E4 - Participa en la maduracion de particulas virales.

Los VPH pueden ser clasificados en dos grupos: aquellos que infectan los
epitelios secos ( piel ) y los que infectan las mucosas ( orales y genitales ). Los que infectan
las mucosas pueden nuevamente dividirse en dos grupos: los de bajo riesgo de conversion
maligna y los de alto riesgo. Entre los VPH de alto riesgo, los tipos 16 y 18 son los que con
mas frecuencia ( aprox. 65% ) se encuentran asociados a los tumores del cervix, en estos y
en las lineas celulares derivadas de ellos, existe un patrén consistente de integracion del
DNA viral, el cual permite la expresion continua de los oncogenes E6 y E7. esto se debe
entre otros factores, a la pérdida de una region del genoma viral que incluye los genes El y
E2. La presencia de esta region ( E1/E2 ) y los niveles de amplificacion del genoma viral en

los tumores que contienen VPH tipo 16 o 18, presentan una asociacion muy estrecha
( Toledo y Garcia 1996 ).

Los genes E6 y E7 se expresan activamente en los tumores y en las lineas
celulares derivadas de ellos y son clasificados como oncogenes porque sus productos son
los responsables de la inmortalizacion. Estas proteinas interactian con los productos de dos

genes celulares supresores de tumores: E6 se une a la proteina P53 y promueve su
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degradacion, mientras que E7 se une a la proteina retinoblastoma y forma un complejo
inactivo con ella.

El producto del gen E7 es una fosfoproteina nuclear de 98 aminoacidos, acida y
que une al zinc. La proteina E7 de los VPH de alto riesgo es capaz de transformar células

primarias de roedores, en combinacion con un gen ras activado ( mutado ).

El producto de E6, es también una fosfoproteina nuclear que une al zinc y tiene
propiedades regulatorias de la transcripcion, coopera con E7 para inmortalizar cultivos
primarios de células humanas de epitelios escamosos. Interacciona con la proteina del gen
supresor p53 y un factor celular llamado E6AP ( proteina asociada a E6 ) e induce la

degradacion de p53.

A pesar de las evidencias anteriores, se ha observado que la sola presencia de
los VPH de alto riesgo no es suficiente para llevar a las células infectadas hasta el
desarrollo de tumor, y que se requieren otros factores para ello, como serian las alteraciones

en genes importantes para la carcinogénesis, factores nutricionales, estado inmunolégico

etc.

I1.8.- LOS GENES SUPRESORES DE TUMORES Y LA PROTEINA p53.

La era moderna de la genética molecular del cancer se inici6 hace dos décadas
con el descubrimiento de versiones celulares normales de los oncogenes virales.
Actualmente se sabe que los oncogenes actiian en forma dominante, es decir, la activacion

de uno de los alelos es suficiente para contribuir a la transformacion celular.

Por otro lado, una serie de experimentos habia demostrado la existencia de
genes recesivos capaces de suprimir la tumorigenicidad. Se sugeria que un evento critico en
la carcinogénesis, ademas de la activacion de oncogenes, era la pérdida de genes

reguladores negativos del crecimiento, posteriormente denominados genes supresores.
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Algunos de los genes supresores de tumores que se han identificado y su
localizacion cromosdmica son los siguientes: Rb ( 13q14 ); p53 ( 17p13 ); WT1 ( 11p13),
DCC ( 18921 ); NF1 ( 17q11 ); FAP ( 5q21.22 ); MEN-1 ( 11q13).

El gen p53 es uno de los genes supresores de tumores més estudiado, su
producto fue descubierto hace casi 15 afios, ahora se conoce que las versiones mutadas de
la proteina p53 pueden inmortalizar células de cultivo primario, por otro lado la versién
normal de pS53 suprime la transformacién mediada por oncogenes, puede disminuir la

tumorigenicidad de células humanas y su sobreexpresion inhibe el crecimiento.

Entre las funciones de la pS3 se encuentran:
- Parece estar involucrada en la replicacion.
Regula la transcripcion de algunos genes.
- Induce la diferenciacion.
- Punto de control del paso de las células de la fase G1 a S del ciclo celular.
- Su alteracion parece estar involucrada en la inestabilidad genémica.

- Participa en la apoptosis celular.

Si bien las evidencias actuales sugieren que la proteina p33 esta involuci‘ada en
el ciclo celular en la transicion G1/S, se sugiere que su presencia no es indispensable para
la division celular, ya que su participacion es como un punto de control que evalia los
dafios al DNA y previene su transmision, esto coincide con el hallazgo de que los ratones
que carecen del gen p53 tienen un desarrollo normal, aunque mas del 70% de las cepas

desarrolla tumores a temprana edad ( Hans y Sonia 1994 ).
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IL9.- LOS VPH Y p53 EN LA CARCINOGENESIS DEL CERVIX

El p53, es el gen con la mas alta frecuencia de alteraciones en los canceres
humanos, esto es de esperarse si se consideran todas las funciones celulares esenciales que

son reguladas por p53, por lo que su pérdida o inactivacion es un paso clave critico en la
carcinogénesis.

En caso particular del cancer cervicouterino se presenta un mecanismo
alternativo para la inactivacién de p53. La region carboxilo terminal de la proteina p53
contiene sitios donde se une la proteina E6 de los VPH, a través de la proteina celular
E6AP. Se sabe que la presencia de E6 en este complejo ( p53-E6AP-E6 ) promueve la

degradacion de p53 a través de la via de protedlisis dependiente de ubiquitina.

Asi se observa que algunas lineas celulares derivadas del cancer cervical y en
los tumores que presentan secuencias activas de VPH de los tipos de alto riesgo, la p53 se
encuentra normal. Esto se debe a que p53 es inactivado funcionalmente por E6, haciendo
innecesaria su inactivacion por mutaciones. Los tumores que no contienen secuencias
virales presentan generalmente alteraciones de p53. En los casos donde no se detectan
secuencias virales ni alteraciones de p53, se sugiere que su funcién es eliminada por otros
mecanismos, tales como la sobreexpresion de mdm2. Los datos anteriores sugieren
fuertemente que p53 juega un papel muy importante en la carcinogénesis de los tumores del
cérvix ya que de una u otra manera se elimina su funcién ( Tajay col. 1996, Berumeny
col. 1994).

En la Fig. 2, se presenta un modelo que asocia las funciones de p53 en la
respuesta al dafio del DNA vy la presencia de la proteina E6 de los VPH de alto riesgo, con
alteraciones del ciclo celular e inestabilidad gendémica. Cuando p53 se encuentra funcional,
los dafios al DNA producen un aumento en los niveles de proteina, la cual modularia la

expresion de genes reguladores del crecimiento que resultaria en la detencién del ciclo en la
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fase G1/S. Esto permitiria la reparacién del DNA evitando asi que la célula replique su
material genético dafiado, antes de continuar su ciclo. En el caso de que ocurran dafios
adicionales, como la activacion de oncogenes, p53 promoveria la muerte de la célula a

través de la induccion del mecanismo de la apoptosis ( Toledo y Garcia 1996 ).

OTROS DANOS ———— APOPTOSIS
MODULA EXPRESION [ Activacion de
p53 NORMAL DE GE
/ ” beL Cr Chorpg RES ] oees
- niveles de la
DANO AL DNA protelas) CONTINUA

(Radlaciones , quimicos DEGRADACION POR ARO EN GI/S —— REPARACION ——

otc.) \ \\u DE HPY 16 & 18 EcLaau?kg

P53 INACTIVO ——s REPLICACION DEL Div — ———<CANC
—= DIVISION CON —— NESTABLIDAD or
Mytaclones , elim! DNA DARO Ros ¢ &R
oneow:!-lu.n.vrr.-'l:::". oA pAnos
OM2

Fig. 2.- Papel de p53 en respuesta al dafio celular.- Cuando la p53 se encuentra
funcionando normalmente, los dafios al ADN producen incremento de la proteing que
provoca la detencion del ciclo en la fase G1 / S y permite la reparacién del ADN y
continuar el ciclo o en caso contrario promueve la apoptosis. Si la p53 se encduentra
inactiva, los dafios al ADN no son reparados y provoca inestabilidad genomica y la
aparicion de células cancerosas.

Cuando la funcién de p53 se encuentra inactivada, por la presencia de
secuencias virales activas, mutaciones o eliminaciones del gen, o por sobreexposicion de
mdm2, los dafios al DNA no son reparados antes de que la célula replique su material
genético. Esto resulta en la acumulaciéon de mas dafios que conducen a una inestabilidad

génica y que favorece finalmente la aparicion de células cancerosas.
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Sin embargo, seguramente la imagen real es mucho mas compleja, las
evidencias recientes seflalan que la proteina p33 funciona como un factor de transcripcion,
que probablemente regula la expresién de varios conjuntos de genes, por lo tanto, no
podemos estar seguros que la inestabilidad genémica que presentan las células con alelos
mutados de p53, o las células que expresan de manera continua la proteina E6 de los VPH,
pueda deberse exclusivamente a las fallas en el punto de control G1/S o a otras de las

funciones controladas por p53 ( Toledo y Garcia 1996 ).

CARCINOGENESIS CERVICAL
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IL10.- DIAGNOSTICO DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO.

Para el diagnéstico de una infeccién por VPH se cuentan con varios métodos,
uno de ellos es la citologia exfoliativa ( papanicolau ) en donde la presencia de koilocitos
caracterizados por una gran zona clara perinuclear y a menudo binucleacién, son un fuerte
indicio de la presencia del virus, aunque se ha informado que particulas virales o sus
antigenos son detectados solo en una Pequefia proporcion en tales células afectadas, por

medio de técnicas inmuno histoquimicas como la de peroxidasa-antiperoxidasa ( Torne y
col. 1997).

La colposcopia es un método que permite visualizar el cérvix adecuadamente, es
util sobre todo para la deteccién de VPH por la lesion tisular que estos producen, y es una
herramienta diagnéstica muy 1til para aclarar dudas que no se puedan resolver con la
clinica. La introduccién de la Biologia Molecular a los laboratorios de histopatologia ha
resultado en un disefio de métodos innovadores en la patologia molecular. Mientras que
caracteristicas clinicas pueden indicar una infeccion viral, el diagnostico definitivo debe
basarse sobre la demostracion directa de la presencia del virus a través de cultivo. Para la
mayoria de los virus su cultivo es extremadamente tedioso y consumen tiempo, incluso a
veces es imposible lograrlo, como es el caso de los VPH. ( Gerard y Nuovo 1989,

Berumen y col. 1997)

La deteccion inmunolégica de los antigenos de las capsides virales ha mostrado
que no es del todo confiable, en la mayoria de los casos, por la complejidad de la infeccion
viral. Por medio de técnicas de hibridacién in situ de los acidos nucleicos utilizando sondas
radioactivas especificas para las secuencias de ADN viral, es posible identificar y localizar
al virus en las células o tejidos infectados. Las sondas radioactivas en general, aunque muy
utiles tienen sus desventajas: el tiempo de exposicién en la autoradiografia es largo, la
resolucion morfologica puede ser pobre y el uso de material radioactivo requiere

condiciones especiales en el laboratorio.
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Es preferible utilizar las técnicas de hibridacion in situ por medios no
radioactivos, la sensibilidad para detectar secuencias de ADN viral 6, 11, 16, 18 en
secciones de tejido incluidas en parafina en biopsias de areas genitales con este sistema de

sondas con marcaje no radioactivo, es comparable a la obtenida con aquellas marcadas

radioactivamente.

La hibridacién usando la técnica de Southern blot de sondas de ADN extraidos de
tejidos frescos, ha sido quiza la prueba mas utilizada y sensible tanto para la deteccion de la
presencia como para la identificacion de subtipos de VPH y ademéds nos puede dar
informacion si el genoma viral esta en las células como episoma o esté integrado al genoma

celular, esta técnica requiere una intensa labor en el laboratorio.

El numero de tipos distintos de VPH identificados ha ido en aumento rapidamente
durante los ultimos 15 afios, en la actualidad excede de los 90, y aproximadamente la mitad
de ellos ha sido aislada de areas genitales. Se considera un nuevo tipo de VPH sélo si su
genoma completo ha sido aislado y establecido la secuencia nucleétidica de sus genes E6,
E7 y L1 y que sea diferente en mas del 10% de cualquiera de los VPH descritos
previamente ( Lizano y Garcia 1997, Muifioz y col. 2003 ).

Se requiere de métodos alternativos para una evaluacion rapida y eficiente de
deteccion e identificacién, para esto se emplea un método que permite la amplificacion de
secuencias génicas presentes en muy pequeiias cantidades en el material a investigar, a este
método se le ha dado el nombre de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y consiste
en que el ADN de doble cadena es calentado hasta su desnaturalizacién, las cadenas
simples se aparean con un par de oligonucledtidos sintéticos especificos llamados
iniciadores, estos oligonucleétidos actuan como cebadores para la ADN polimerasa que
sintetiza dos nuevas cadenas de ADN complementarias con las cadenas originales. El uso
de esta técnica con iniciadores o cebadores puede amplificar una gran gama de tipos de
VPH (Berumeny col. 1994y 1995)
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La aplicacion de las técnicas moleculares de deteccién han reafirmado el importante
papel que desempeiian los VPH en el desarrollo de CaCu, ain cuando la identificacion de
los tipos, subtipos y variantes de los VPH es complicada y a menudo compleja, es
importante el continuar con este tipo de estudios, asi como los encaminados al avance de
las lesiones preneoplésicas, la evolucion y el tipo especificos de virus asociado a ellas, para
tener en un futuro un manejo adecuado que permita un diagnéstico oportuno, la profilaxis,

asi como el control definitivo de los carcinomas genitales.

II.11.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

En la Gltima década los avances en la tecnologia en 4cidos nucleicos ha brindado

una serie de elementos y pruebas practicas para el diagnostico de algunas enfermedades

infecciosas y genéticas.

Una nueva técnica descrita en 1985, la reaccion de la polimerasa en cadena (PCR),
es un ingenioso método que permite la amplificacién ( aumento en el nimero de copias ),
in vitro del acido desoxirribonucleico de una célula, organismo o gen, sin necesidad de

cultivos previos.

La técnica de PCR requiere de una enzima termoestable polimerasa Taq
( termophylus acuaricus ), una secuencia iniciadora ( primers ) nucleétidos, mezcla de

reguladores y el DNA o muestra a analizar.

El principio de la técnica se basa en ciclos repetitivos de 3 reacciones utilizando
cambios de temperatura. El primer paso de este procedimiento consiste en la
desnaturalizacién de la doble cadena del DNA original a temperatura elevada, en el
segundo paso se lleva a cabo la alineacién de las secuencias iniciadores en la posicion
opuesta al DNA original, el tercer paso consiste en la sintesis del DNA por extension de las

secuencias iniciadoras por la enzima polimerasa taqg.
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La importancia de este procedimiento es su sensibilidad y su habilidad para
amplificar DNA impuro, partiendo de una mezcla de otros DNA y otras substancias, es
posible amplificar secuencias de DNA tan cortas como 50 pb y hasta 2 000 pb de longitud,
mas de un millén de veces solamente en unas cuantas horas. La especificidad de la PCR

deriva de la precision de la igualdad de las secuencias iniciadoras con la alineacion de las
cadenas DNA - DNA original.

La PCR rapidamente ha adquirido gran importancia entre los bidlogos moleculares
por sus numerosas aplicaciones en la prictica médica donde el diagndstico oportuno de
agentes etiologicos influyen en la terapéutica a seguir, resultando un mejor pronéstico para

el paciente, asi como la disminucién de una estancia hospitalaria y costos asociados.

La aplicacion de PCR promete ser de gran utilidad en Ia deteccidén de patdgenos
para los cuales se requiere sistemas de cultivos dificiles o de largos periodos, o por ser de
alto riesgo, considerandose un arma invaluable en el laboratorio de Microbiologia, donde
también puede ser usada para facilitar el andlisis de elementos genéticos que miden
resistencia a antibioticos. Lo que a futuro se avisora es una necesidad en el laboratorio

clinico que debera de crear una demanda de profesionistas especializados y la necesidad de
establecer un comité para la estandarizacién de pruebas de diagndstico molecular
( Espinosay 1993).
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OL- METODOLOGIA

Se realizé un estudio descriptivo, transversal en la clinica de displasias del
Hospital General de Querétaro y del Hospital de Especialidades del Nifio y la Mujer “ Dr.
Felipe Nufiez Lara “ de la SESEQ, en el periodo del 1°. de Noviembre del 2001 al 30 de
Abril del 2003, entre ellas se incluyeron a todas las pacientes referidas de los diferentes
centros de salud del municipio de Querétaro y de dichos hospitales, portadoras de
citologias ( papanicolau ) sospechosas de infeccion por el virus del papiloma humano,
que aceptaron participar en la investigacion y completaron todo el protocolo de estudio, que
consistio en: a) Colposcopia o visualizacion directa y amplificada del cuello cervical, b)
toma de biopsia de las lesiones en aquellas pacientes que presentaron estudio
histopatologico sospechoso, c¢) Recoleccion de muestra por cepillado cervical para la
deteccion y tipificacién del VPH ( DNA / VPH ) por la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa. Las pacientes que presentaron colposcopia no satisfactoria y aquellas en que la
muestra del cepillado cervical fue insuficiente, sufrié contaminacién por exceso de moco o

desecacion y no fue posible la extraccién del ADN, fueron eliminadas del presente estudio.

De acuerdo al protocolo anterior fueron seleccionadas las pacientes que
presentaron en la citologia de la biopsia una sospecha de infeccidn por el VPH.
Posteriormente se les realiz6 una evaluacion colposcépica convencional, las que
presentaron datos colposcdpicos de NIC o céancer invasor se les tomé biopsia dirigida y se
enviaron al servicio de patologia para su confirmacién. Posterior a la colposcopia se les
tomé muestra para realizar PCR con un cepillo cervical, inicialmente se removié el exceso
de moco con dicho cepillo sin rozar la superficie cervical, se utilizé un segundo cepillo
barriendo la zona exocervical, la zona de transformacidn y el endocervix, las muestras
colectadas fueron colocadas en un tubo colector con solucién de extraccién y almacenadas

en refrigeracion a 2 a 8° C. Hasta su procesamiento.

La deteccion del DNA por PCR se realiz6 en el Laboratorio de Biologia
Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Querétaro ( UAQ )
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con el apoyo del Laboratorio de Patologia Especializada de la ciudad de Querétaro y en el
Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
Universidad Auténoma de México ( UNAM ), se utilizaron tres Juegos de oligonuclestidos
contra la regién L1 del VPH y con un par de oligos para el gen B globina humano como
control positivo. El producto de la reaccién fue sometido a electroforesis en un gel de
agarosa al 1% y se purificé la banda correspondiente. Posteriormente se secuenciaron las
muestras utilizando el método fluorescente (Ver Anexo I) y el producto de las mismas fue

analizado en el banco de genes en busca de su homologia con otras secuencias.

La metodologia seguida fue: 1) Recoleccion de datos, 2) Toma de muestra por
colposcopia 3) Tincién de Papanicolau, 4) Estudio histopatolégico, 5) Extraccién de ADN

6) Reaccion en cadena de la polimerasa, 7) Purificacion de la banda, 8) Secuenciacion.

II1.1.- Recoleccion de datos.

Se disefio una encuesta para obtener la siguiente informacién: nombre,
domicilio, edad, antecedentes obstétricos, tipo de lesion cervical ( proceso inflamatorio,
neoplasia intraepitelial cervical o cancer cervical invasor ) hallazgos sugestivos de
infecciéon por VPH, resultado de PCR ( positivo, negativo ) y el genotipo del VPH, la
informacion fue realizada a través de una entrevista dirigida, la toma de muestras y su

procesamiento fue realizado por personal especializado.

La informacién colectada en la hoja de datos incluye el resultado de las
entrevistas, revision de los expedientes clinicos y el diagndstico molecular del VPH,
mismos que fueron capturados en una base de datos con el programa SPSS (Statistical
Package of Social Sciences ) version 9.0, El proyecto de estudio fue aprobado por el
Comité de Investigacion y Etica del Hospital General de Querétaro y de la Facultad de
Medicina de la Universidad Auténoma de Querétaro, y todas las pacientes fueron

informadas acerca de la investigacion.
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Il 2.- Toma de muestra por colposcopia.

Antes de efectuar la toma de la muestra por colposcopia, la paciente recibi6 una
explicacion amplia de todo el proceso y las posibilidades de toma de biopsia para estudio
histopatologico en caso de observar alguna lesién sospechosa. Se siguieron los siguientes
pasos:

1.- Preparacién de la paciente.- El examen se realizé en dias fuera del periodo menstrual,
sin uso de cremas o lubricantes vaginales previos y con abstinencia de relaciones sexuales
minimo de 24 hs.

2.- Posicién ginecolédgica de la paciente y explicacion breve de todo el proceso antes de
iniciar el procedimiento.

3.- Organizacion de la bandeja con todos los instrumentos a utilizar.

4.- Exploracion ginecologica mediante tacto vaginal digital, palpando vagina y cervix en
busca de masas o zonas endurecidas,

5.- Examen con espéculo vaginal.- se colocé el espejo vaginal lubricado y se realizé una
valoracién visual inicial, buscando alguna lesion macroscopica antes del examen
colposcépico.

6.- Lavado salino del cervix.- Se realizé con solucioén salina antes de la aplicacion del
acido acético mediante una torunda de algodon.

7.- Aplicacion de acido acético.- Antes de la aplicacién se advirtié a la paciente la
posibilidad de ligero escozor local, se aplicé6 mediante torundas impregnadas en toda el area
cervical.

8.- Identificacion de las lesiones. - Primeramente se identificé la zona de transformacion, se

hizo la valoracion colposcopica, describiendo la naturaleza, localizacion, y extensién de
cualquier lesion.

9.-Aplicacién de soluciones yodadas.- cuando se identifico una lesién sospechosa, se aplico
solucién de lugol ( Yodo acuoso al 5% y yodo potasico al 10% en agua ) para facilitar la
zona de donde se tomé un fragmento de tejido para su estudio histopatolégico.

10.- Realizacion de la toma de muestra para PCR .- Inicialmente se realizé una remocién
del exceso de moco sin rozar la superficie cervical, posteriormente se utilizé un segundo

cepillo barriendo la zona exocervical, la zona de transformacidn y el endocervix, se
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depositd la muestra en el tubo colector con solucion de extraccién con 0.6 ml. de DNAzol.

y se almacen la muestra en refrigeracion a 2° a 8° C. Hasta Su procesamiento.

II. 3.- Tincién por Papanicolau.

Para efectuar la tincién de las laminillas de las muestras cervicales, se siguieron
los siguientes pasos:

1.- Alcohol etilico al 96%.................... 10 bafios ( cada bafio consiste en la introduccién de

la laminilla en un recipiente con la solucién ).

2.-Aguadestilada ........................... 10 bafios

3.- Hematoxilina ............................ 5 bafios

4.-Aguadestilada ............................. 10 bafios

5.- Alcohol &cido .............ccooeeeii 6 bafios lentos

6.- Alcohol etilico ............................ 10 bafios ( se repite en 3 ocasiones )
7.~ Colorante OG 6 ........................... 1.5 minutos y escurrir

8.- Alcohol etilico al 96% .................. 10 bafios ( se repite en 3 ocasiones )
9.-Colorante EA 50 ........................... 1.5 minutos y escurrir

10.- Alcohol etilico al 96% .............. 10 bafios ( se repite en 3 ocasiones )
11.- Alcohol etilico absoluto .............. 10 batfios (se repite en 3 ocasiones )
12.- X0l oo, 10 bafios ( se repite en 2 ocasiones )

13.- Montaje en resina de secado rapido.

IIL. 4 .- Estudio histopatologico.

Una vez que al examen colposcopico se identificé epitelio anormal, se realiza
toma de biopsia de aprox. 2 — 3 mm de espesor de tejido y se deposita en un recipiente con
formaldehido al 10% y se envi6 al servicio de patologia para su estudio histopatolégico. El
procedimiento para la tincion de laminillas por el método de hematoxilina y eosina fue el

siguiente:
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1.- Inclusion.
2.- Procesamiento de deshidratacion en el histokinette.
a.- Formol ( 2 bafios )
b.- Alcohol etilico al 96% ( 3 bafios ).
c.- Alcohol etilico absoluto ( 3 bafios ).
d.- Xilol ( 2 baiios ).
e.- Parafina ( 2 bafios ).
3.- Bloqueo en parafina.
4.- Corte en el microtomo.
5.- Fijacion y tincion por el método de hematoxilina y eosina.
a.- Xilol ( 10 bafios ).
b.- Alcohol etilico al 96%  ( 10 bafios ).
c.- Alcohol etilico absoluto  ( 10 bafios ).
d.- Hematoxilina durante 5 minutos.
e.- Enjuague en agua corriente
f.- Alcohol &cido ( 3 baiios ).
g.- Introduccion en agua con carbonato de sodio durante 10 segundos.
h.- enjuague en agua corriente.
i.- Eosina durante 2 minutos.
j.- Alcohol absoluto ( 10 bafios ).
k.- Alcohol absoluto ( 10 bafios ).
1.- Alcohol absoluto ( 10 bafios ).
m.- Secado durante 5 minutos.
n.- Xilol durante 5 minutos.
fi.- Xilol durante 5 minutos

0.- Montaje en resina de secado rapido.
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III. § .- Extraccion de ADN

Este método se realizé con DNAzol de acuerdo al protocolo de Invitrogen
Cat. No. 10503-027, para lo cual se homogenizaron 50 mg de tejido en un
homogenizador manual con 1 ml de reactivo DNAzol.

Se agregd un volumen de 0.5 ml de etanol al 100% » se mezcld por inversién y
se incubd a temperatura ambiente durante 1 a 3 minutos. El ADN precipitado fue removido

con una punta de pipeta y se paso a un tubo limpio.

El ADN obtenido se lavé 3 veces con etanol al 75%, se decanté, se sec6 5 min a
temperatura ambiente y se disolvié con 0.3 ml de 8 mM de NaOH al pasar lentamente la

suspension a través de la punta de la pipeta.

La cuantificacién se llevo a cabo en espectrofotémetro a una A de 260 y 280.

El calculo se obtuvo asumiendo que una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 50 pg
de ADN. El radio A(260/A (280) del aislado DNA estuvo dentro del rango 1.6-1-9,

I1I. 6 .- Reaccidn en cadena de la polimerasa.

La amplificacion de los genes que codifican para los virus de papiloma
humano se realiz6 por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa utilizando 3 juegos
de oligonucledtidos: 1) un par de oligos degenerados que amplifica la region L1 del virus
del papiloma del que se obtuvo un producto de 250 pb, 2) Un par de oligos que amplifica la
fraccion MY de la regién L1 del que se obtuvo un producto de 450 pb y 3) Un par de
oligos que amplifica la fraccion GP + de la region L1 de la que se obtuvieron productos de
550 pb.
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Se realizaron tres reacciones con cada uno de los pares de oligonucleétidos
antes mencionados y corrieron con su control positivo. Los tubos fueron colocados en un
termociclador y la reaccion de amplificacion fue sometida a 40 ciclos de: desnaturalizacion
94° C por 60 seg, hibridacion a 44° C por 60 seg. y elongacién a 72 °C por 60 seg.
Como control positivo se utilizé B globina y como control negativo agua. Los productos

amplificados fueron observados en un gel de agarosa de 1% tefiido con bromuro de etidio.

HI. 7.- Purificacion de los fragmentos de ADN.

El método utilizado fue de acuerdo a Quiagen para cual las bandas amplificadas
de ADN fueron cortadas del gel evitando la mayor cantidad de agarosa posible y se
colocaron en un tubo de 2 ml. Se pesaron y se les agregd 3 volumenes de buffer QG,
posteriormente se incubaron a 50 °C por 10 minutos o hasta que el gel fue disuelto, en
algunos casos se agitd con vortex cada 3 minutos durante la incubacién, Una vez que las
fracciones de gel estuvieron completamente disueltas se verifico que el color de la mezcla
fuera amarillo y se le agregé un volumen de isopropanol, las columnas se colocaron en un
tubo de 2 ml, se agregé la muestra y se centrifugé por 1 minuto, el flujo se descartd. Se
coloco la columna en el mismo tubo al que se adicionaron 0.5 ml de buffer QG y se
centrifugé por 1 minuto. Para lavar se adicionaron 0,75 ml de buffer PE a la columna y se

volviob a centrifugar por 1 minuto.

Se descart6 el liquido y se volvi6 a centrifugar 1 minuto a 13,000 rpm. La
columna se pasa a un tubo limpio de 1.5 ml y el DNA se eluy6 aplicando 50 ul de buffer (
10 mM Tris-Cl, pH 8.5) 0 H20 al centro de la membrana y se centrifuga la columna por 1
minuto. Alternativamente se incrementé la concentracién de ADN y se adicioné 30 ul de

buffer de elusion al centro de la membrana y la columna de volvié a centrifugar por 1

minuto.
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III. 8 .- Secuenciacion:

El ADN obtenido fue secuenciado en el equipo de ABI Prism 310 Genetic Analyzer del
laboratorio de Biologia Molecular de acuerdo al método incorporacién de
dideoxinucleotidos marcados. Un ejemplo de los histogramas obtenidos se encuentran en
el (anexo 1). La secuencia de cada fragmento fue analizada en el banco de genes determinar
el tipo de virus que corresponde de acuerdo a su homologia con los genes descritos (anexo
2). Los datos fueron analizados en los grupos de alto, bajo y probable alto riesgo que se

mencionaron en la introduccion.
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IV.- RESULTADOS.

En el periodo de la investigacion las pacientes que se incorporaron al estudio
fueron 81, a las cuales se les tomaron muestras para PCR por haber ingresado con
citologias sospechosas de infeccién por VPH, de ellas fueron eliminadas 14 ( 17% ) por

ser insuficientes, exceso de moco o por desecacion que impedia la extracciéon del ADN para

su amplificacion por PCR.

En el total de pacientes que se llevo a cabo la identificacion y tipificacion del
virus del papiloma humano ( 67 muestras ), el promedio de edad fue de 36.4%11 afios en un
rango de 19 a 77 afios. Los grupos de edades formados son: menores de 20 afios: 2 casos,
de 20 a 29 ailos; 19 casos; de 30 a 39 afios: 21 casos; de 40 a 49 afios: 18 casos; de 50 a 59
afios: 4 casos; y de 60 o mas afios: 2 casos; entre ellos el mas frecuente es de los 30 a 39
afios ( 32%) seguida del grupo de 20 a 29 afios ( 29% ) y de 40 a 49 afios ( 27% )
respectivamente (Tablay Fig. 1).

En el estudio del nimero de gestas entre las pacientes se encontré que 19
mujeres ( 28%) presentaron antecedentes de 6 o mas embarazos; seguidas de las nuliparas o
primigestas que fueron 17 ( 25% ), 16 con dos o tres embarazos (24% )y en 4 casos (6%
) se ignor6 su paridad ( Tabla y Fig. .2).

De las 67 muestras estudiadas por sospecha citologica de infeccion por VPH y
que se les efectud la PCR, resultaron positivas 41 (61% ), y negativas 26 (39% )
( Cuadro y Fig. 3)

Los resultados del estudio histopatoldgico de aquellas pacientes que se les tomé
biopsia dirigida por colposcopia reportaron 23 casos con NIC I; 9 casos de NIC II; 5 casos
de NIC I y 3 casos de cancer cervical, al relacionar los resultados de la PCR con el total
de lesiones cervicales, se encontré que de las 27 muestras con alteraciones solo

inflamatorias, 15 ( 56% ) resultaron positivas al VPH, el resto ( 44% ) negativas ( Cuadroy
Fig, 4).
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En 37 pacientes portadoras de Neoplasia Intraepitelial cervical ( NIC ), la
frecuencia de infeccion por VPH fue del 62% ( 23 pacientes ), al estratificar la patologia
cervical, se encontré que de 23 pacientes con NIC grado I, en 13 (56%) contenian ADN
del virus, en pacientes con lesiones de NIC grado II, de 9 muestras, 5 ( 56 ) presentaron
VPH, y aquellas con NIC 1L, el 100% ( 3 pacientes ) resultaron afectadas por la infeccion,

de 3 pacientes con cancer cervical invasor, el total ( 100% ) resultaron positivas a la

presencia del VPH ( Cuadro y Fig. 4).

En relacién a la clasificacion oncogénica realizada por la international agency
for research on cancer en el 2003, donde agrupan a los genotipos del VPH de bajo riesgo a
los tipos: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70 y 72; de alto riesgo a: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82; y de probable alto riesgo: 26, 53, y 66. en el presente
estudio, de las 41 muestras con infeccion por el VPH, 21 ( 51% ) correspondieron a los de

bajo riesgo, 18 ( 44% ) de alto riesgo, y solo 2 ( 5% ) muestras de clasificaron como de

probable alto riesgo ( Cuadro y Fig. )

Relacionando los diferentes tipos de lesion cervical con la presencia y
capacidad oncogénica del VPH se encontraron los siguientes resultados: De 27 pacientes
con lesiones inflamatorias, en 12 (44% ) no se encontrd ADN del VPH, mientras que en 8
( 30% ) correspondieron al tipo de bajo riesgo; 6 ( 22% ) de alto riesgo y en solo una
paciente ( 4% ) se evidenci6 el tipo 53 o de probable alto riesgo ( Cuadro y Fig. 6 ).

De 13 pacientes portadoras de NIC 1, en 10 ( 77% ) de ellas estaban presentes
los VPH de bajo riesgo y en 3 ( 23% ) los de alto riesgo, de 5 pacientes con NIC II, 2
( 40% ) correspondié al VPH de bajo riesgo y 3 ( 60% ) de alto riesgo. Mientras que
aquellas que cursaban con NIC 111, solo 1 ( 20% ) se tipifico como de bajo riesgo, en 3

( 60% ) muestras de alto riesgo y una paciente present6 en tipo 53 © de probable alto
riesgo ( Cuadro y Fig. 7).
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Ingresaron al estudio 3 pacientes'con cancer invasor y en todas ( 100% ) se

:dentifico al VPH de alto riesgo

( Cuadroy Fig. 8 )

anda de 270

para la
My del

dican la presencia deunab
itivo y una banda de 250 pb.
450 pb parala fraccion

Los resultados de Biologia Molecular in

pb para la B globina que
fraccion L1 del virus del pap
virus del VPH (Fig9y 10).

fue usada como control pos

iloma humano, una banda de

presentaron como exudado con

oldgicos de inflamaciones S¢€
s con

hay células con
11).

Los cambios cit
cambios mezclado

y detritus celulares,

células inflamatorias
s, linfocitos € histiocitos ( Fig.

abundantes neutrofilo
entificaron

displasia leve 0 NIC 1, se id
e inferior

glo regular de la tercera part

es su arquitectura normal, la

En el extendido celular de los casos de

s, hay alteraciones en el arre

tras dos terceras part
ante citoplasma (Fig. 12).

pocas células anormale
s células

ando las 0

del epitelio, consery
s e irregulares, pero hay abund

tienen nucleos grande

infeccion por VPH corresponden 3 los

élulas caracteristicas de la
gran halo

Las ¢©
tina difuminada y un

ecimiento nuclear aparente, croma

coilocitos, hay cr
perinuclear, a menudo hay binucleacion (Fig. 13)-
ambios de la displasia moderada o NIC 11, solamente la tercera parte
rfolégicos normales y las dos terceras partes

erosas células que S€ disponen en forma
siones de alto grado

Los ¢
itelio tuvo caracteres mo

um

superior del €p
.eron sustituidas por I
eratinizacion y células con le

inferiores estuvt
en los frotis s€ observaron qu

desordenada,
(fig. 14).
En el NIC 111, la alteracion epitelial estuvo presente en todo el espesor del

y de aspecto inmaduro, con Ppoco citoplasma ¥

as células son profundas

epitelio, 1
(fig. 15)

frecuentemente binucleadas

34























































V.- DISCUSION

En el presente estudio, se tomaron 81 muestras para PCR, de pacientes que
acudieron a la clinica de displasias del Hospital General de Querétaro y del Hospital de
especialidades del Nifio y la Mujer de la SESEQ, con citologias ( papanicolau )
sospechosas de infeccion por el virus del papiloma humano, de las cuales se eliminaron 14
( 17% ) por presentar exceso de moco, desecacién o contaminacion de la muestra y no fue
posible terminar el estudio, uno de los principales inconvenientes de esta técnica es su alta

sensibilidad a agentes externos y particulas biolbgicas como lo reporta Espinoza y col. en

1993, entre otros autores.

De las 67 muestras donde se realiz el estudio del PCR, el promedio de edad
fue de 36.4 afios y més frecuentes en el grupo de los 30 a 39 afios con 6 o mas embarazos,
esto debido tal vez, a que en esos grupos de edad, es cuando acuden més frecuentemente a
la toma del papanicolau y hay mas conciencia en la poblacién femenina acerca de las
diferentes medidas preventivas en salud, y no exactamente porque a esta edad sea mas
frecuente la infeccion por el VPH, que segun diferentes autores se presenta en mujeres mas
jovenes de entre los 15 y 30 afios de edad ( De la Torre 1994, Cano 1995 ). lo anterior nos
habla que se deben incrementar los programas oficiales de deteccién de enfermedades de
trasmision sexual en aquellos grupos mas vulnerables como son las adolescentes y adultas

jovenes, asi como los de deteccion oportuna del cancer cérvico uterino.

En el grupo de estudio donde se realizé el procesamiento de PCR, de las 67
muestras sospechosas citologicas de infeccion viral, solo 41 ( 61% ) resultaron positivas al
ADN que codifica para el virus papiloma humano , es decir el 39% fueron falsas positivas,
lo cual indica que se abusa de los hallazgos citolégicos sugestivos de la infeccién (
presencia de Koilocitos, caracterizados por una gran zona perinuclear y a menudo
binucleacién ) ( Torne 1997 ), estos indicios son sugestivos solamente de la infeccion y
necesitan de la confirmacion por las diferentes técnicas de Biologia Molecular, se ha
observado que cuando se combinan ambos métodos aumenta ostensiblemente la

sensibilidad en comparacién de ambas técnicas por separado ( Hans y Sonia 1994 ), con los
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resultados obtenidos en este trabajo apoyan fuertemente la utilidad de 1a técnica PCR para
detectar el ADN del VPH en mujeres con sospecha citologica de infeccion y que promete
ser de gran utilidad en el protocolo de identificacion y manejo de las pacientes portadoras

de infeccion como se reporta en la literatura internacional (Berumen 1994 ).

La prevalencia de infeccion por VPH en las pacientes que tenian lesiones
inflamatorias en el papanicolau fue del 56%, estos resultados concuerdan con la mayoria de
los estudios epidemiolégicos donde indica una prevalencia que va desde el 11% hasta un
80%, dependiendo del tipo de poblacion que se trate ( Zamora 1998, Hernandez 2002 ) en

este estudio todas las pacientes referidas presentaban algun tipo de lesion en el epitelio
cervical.

En las pacientes con algun grado de NIC (I a III ) la prevalencia de infeccion
fue del 62% , cifra menor a la reportada en la literatura ( Hernandez 2002 ) donde se ha
encontrado en el 80 a 90% de los casos de NIC, esto quiza debido a que en las series
reportadas, en su mayoria correspondian a grados avanzados del NIC: al agrupar por
diferentes grados de lesion, se observéd que en NIC Iy NIC I la prevalencia de infeccion
fue similar con un 57% y 56% respectivamente, sin embargo en el NIC III y cancer invasor
todas las pacientes fueron portadoras de infeccion, lo cual nos habla de la importancia de la
presencia de virus como causa necesaria en la etiopatogenia del cancer ( Moscicki 1989 ).
La alta prevalencia del VPH en pacientes con NIC HI y céncer cervical invasor, apoyan la
hipétesis de estas patologias como padecimientos de trasmisién sexual con fuerte
componente infeccioso ( Guijén 1985 ) y al virus del papiloma humano como el factor

asociado mds importante ( Ramirez 1989 y Lizano 1997 ).

En el presente estudio se adopto esta ultima clasificacién y se encontraron 41
muestras  positivas de pacientes con lesiones cervicales, de las cuales el 51%
correspondieron a los de bajo riesgo y el 44% de alto riesgo, al clasificar la patologia
cervical de acuerdo al grado de lesion, en pacientes con inflamacién cervical y VPH
positivo, el 40% presentd6 VPH de alto riesgo, esto es particularmente importante en la

deteccion de aquellas mujeres que potencialmente pueden desarrollar un céncer cervical en
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un futuro mediato, sobre todo si se agregan los cofactores como tabaco, sexo, cervicitis,
trauma cervical, inmunidad deficiente, edad y algin otro cofactor desconocido, por lo que
no basta con tener una citologia sospechosa de infeccion de VPH y datos inflamatorios, los
cuales son frecuentes en la poblacion general, en estos casos es necesario tipificar al virus y
de encontrar el VPH de alto riesgo, implementar medidas suplementarias y efectuar un

seguimiento mas estrecho en estas pacientes ( Toledo y Garcia 1996 ).

El cancer cervical estd precedido de una serie de alteraciones celulares en el
epitelio denominada Neoplasia Intraepitelial Cervical ( NIC ), a mayor grado de NIC se ha
observado mayor prevalencia de infeccién, particularmente los de alto riesgo, lo cual apoya
fuertemente esta asociacion ( Buckley y Butler 1982 ), en el presente estudio se pudo
corroborar esta hipotesis, mientras que en el NIC I la frecuencia de VPH de alto riesgo fue
del 23%, en el NIC II se increment6 al 60%, en el NIC III se conservd el 60% de alto
riesgo, pero se increment6 la frecuencia de los de probable alto riesgo en un 20% del total
de infeccion, probablemente en el futuro habra que reclasificar a este grupo, e integrarlos
como de alto riesgo. En relacion a los 3 casos de cancer cervical que se presentaron, todos
resultaron positivos a la infeccion de VPH de alto riesgo, de acuerdo a lo publicado por

Keng en 1996, donde se menciona una prevalencia del 95 al 99%.

Nuestro analisis de la presente investigacion en mujeres con lesiones cervicales
y datos sugestivos de infeccion por VPH que acudieron a la clinica de displasias del
Hospital General de Querétaro y del Hospital de Especialidades del Nifio y la Mujer de la
SESEQ, proporcionan argumentos robustos del papel que juega la infeccion por VPH en la
etiologia de cancer cervical, y de la necesidad de tipificar el grado de oncogenicidad del

virus para identificar las pacientes con altas probabilidades de desarrollar neoplasia

malignas cervicales.
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VI.- CONCLUSIONES.

El promedio de edad de las pacientes que ingresaron al estudio por ser
portadoras de citologia sospechosa de infeccion y que se les realizd la prueba para
deteccion del ADN de VPH por la técnica de reaccion de la polimerasa en cadena fue de
36.4 afios con una D.E. de 11.05. y un rango de edad entre los 19 y 77 afios. El grupo de

edad mas frecuente fue entre los 30 y 39 afios, con 6 o mas embarazos.

De las 67 muestras sospechosas de infeccién citolégica de VPH y que se les

efectud la prueba de PCR, se encontr6 que en un 39% no se amplifico el ADN del virus.

En las pacientes con lesiones cervicales inflamatorias la prevalencia de

infeccion por VPH fue del 56%; el tipo de virus predominante fueron los de bajo riesgo con
un 53%.

Aquellas mujeres portadoras de NIC I, la prevalencia fue del 57% con un 77%
tipificados como bajo riesgo. En las muestras con NIC II, la prevalencia de infeccidn fue
del 56%, predominando los de alto riesgo con 60%. En los casos de NIC III el 100% de las

muestras fueron positivas y de alto riesgo.

En todas las pacientes portadoras de cancer cervical invasor se encontrd

infeccion por VPH de alto riesgo.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, se concluye que
hubo una correlacion entre el mayor grado de lesion cervical y la frecuencia de la infeccion

por el VPH, igualmente a mayor grado de lesion, es mas frecuente encontrar los virus de

alto riesgo.
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La aplicacion de la técnica de PCR junto a la citologia cervical es mas efectiva
que la citologia cervical sola para identificar aquellas pacientes portadoras de infeccion por
VPH y con alto riesgo de presentar en el futuro cancer cérvico uterino, lo cual nos

permitira realizar oportunamente medidas preventivas y disminuir la elevada mortalidad

por esta causa.

56



VIIL.- LITERATURA CITADA.

Berumen, J. Casas, L y Segura, E. ( 1994 ). Genome amplification oh human

papillomavirus types 16 and 18 in cervical carcinomas is related to the retention of E1 / E2

genes. Int. J. Cdncer. 56: 640-645.

Berumen, J. , Miranda E., Zafra G. ( 1997 ) . Epidemiologia molecular de canceres de alta
incidencia en México. Gac. Méd. Méx. 133 : (1) 35-41.

Berumen, J. y Villegas, N. ( 1997 ). Vacunas terapéuticas recombinantes contra el cancer
del cuello uterino. Salud Publica Mex. 39: 288-29.

Buckley, C., Butler E. ( 1982 ). Fox H. Cervical intraepithelial neoplasia. J. Clin. Pathol.
35: 1-13.

Cano, G. (1995 ). Conceptos actuales sobre la infeccion por virus del papiloma humano.
Ginec. Obst. Mex. 63: 509-512.

Castafieda, I. ( 1998 ). Factores de riesgo para cancer cervicouterino en mujeres de
Zacatecas. Salud Publica de México. 40 : (4): 330-338.

De la Torre, D. Rosales E. Mora T. ( 1994 ). Correlacion entre variables ginecoobstétricas
con lesiones morfoldgicas por virus del papiloma humano premalignas y malignas del

cervix uterino. Rev. Inst. Nal. Cancerol. 40 : (2): 76-80.

Espinosa, M. ( 1993 ). Reaccion de polimerasa en cadena ( PCR ) en el diagnéstico clinico.
Revision del uso de la técnica. Rev. Lat. Amer. Microbiol. 35: 225-230.

Garfias, C. , Villarreal, P. , Juarez, A. ( 1995 ). Conceptos actuales sobre la infeccion por
virus del papiloma humano. Rev. Ginec. Obst. Mex. 63: 509-512.

57



Gerard, J. Nuovo, R. ( 1989 ). Papilomavirus humano: Una revision. Year Boosk de

Obstetricia y Ginecologia. Edit. Panamericana.

Gonzalez, J. , Chavez, J. , Hernandez, D. , Martinez, S. , Garcia, A. ( 2002 ), Infeccion por
virus del papiloma humano de alto y bajo riesgo en mujeres con NIC. Caracteristicas

diferenciales. Ginec. Obstet. Ginecol ; 70: 11-16.

Guijén, M. , Paraskevas, M. , ( 1985 ). Asociation of sexually transmitted disease with

cervical intraepithelial neoplasia: a Case — control study. Am. J. Obstet. Ginecol. 151.
185 -90.

Hans, B. Krebs, M. 1989. editor, Infeccion genital por papiloma virus humano. Clin. Obst.

Ginec. 1/. ed, Interamericana. 89-91.

Hans, B. y Sonia, M. ( 1994 ). Human papillomavirus infections an genital tract cancers.
Gynecology and Obstetrics. 4: 1040 Edition John J.Sciarra. JB Lippincott Company.

Hernandez, D. , Garcia, A. , Guido, M. , Gonzalez, J. , Cruz, F. , Apresa, T. , Martinez, O.
Omelas, L., (2002 ). Virus de papiloma humano de alto riesgo ( VPH-AR ) y neoplasia
intraepitelial cervical ( NIC ) en mujeres de dos hospitales de la Ciudad de México. Rev.
Invest. Clin. 54 : (4): 299-306

Keng Ling, C. y Anders, H. ( 1996 ). Persistencia of human papillomavirus ( HPV )

infections preeceding cervical carcinoma. Cdncer. 77: 121-127.
Lazcano, P. , Hernandez, A. , Lopez, C., Alonso, D., Tornes, L. ( 1995 ). Factores de

riesgo reproductivo e historia de vida sexual asociados a céancer cervical en México. Rev.

Invest. Clin. 47: (5): 377-385.

58



Lizano, G. y Garcia, A. ( 1997 ). Molecular variants oh human papillomavirus types 16, 18

and 45 in tumors of the uterine cerviz in México. Gac. Med. Mex. 133 : (1) : 43-8.

Lizano, M. Berumen, J. y Guido, M. ( 1997 ). Association betwen human papillomavirus
type 18 variants and histopathology of cervical cancer. J. Nal. Cdncer Inst. 89: (16):
1227- 231.

Moscicki, A. , Winkler, B. , Irwin C. y Schachter J. Difference in biologic maturation,
sexual behavior and sexually transmitted disease between adolescents with and without

cervical intraepithelial neoplasia. J. Pediatric 1089; 115 : 487 — 93.

Mufioz, N. , Bosch, F. , San José. S., Herrero. R., Castellsage, X. , Shah , K., Snijders, P.
y Meijer, C. (2003 ). Clasificacion epidemiolégica de los tipos de papiloma virus humanos
asociados con cancer cervical. International Agency for research on céncer. Multicenter
Cervical cancer Study Group. N. Engl. J. Med. 348: 518-27.

Novoa, A. y Echegollen, A. , ( 2001 ). Epidemiologia del cancer de cervix en
Latinoamérica. Ginec. Obstet. Mex. 69: 243-246.

Ramirez, G. , Luévano, F. y Mora T. ( 1989 ). Carcinoma cervico uterino. Rev. Inst. Nal.
Cancerol. 33 : (3): 417 - 439.

Reeves, W. Raels W. Briton L. ( 1989 ). Epidemiology of genital papilloma virus and

cervical cancer. Reviews of infectious diseases. 3: 426-439.

Richard, R ( 1987 )  Papiloma virus humano. Clin. Obstet. Ginec. Temas actuales 2/

Editorial Interamericana.

Syrjanen K. ( 1980 ). Condylomatous epithelial changes in the uterine cervix and their

relationship to cervical carcinogenesis. Int. J. Gynecol. Obstet.. 7. 415 — 420.

59



Taja, C. , Salcedo V. y Osornio, V. ( 1996 ). Presencia de la proteina tardia del virus del

papiloma humano en tejido cervicouterino con lesiones de bajo y alto grado de malignidad.
Rev. Inst. Cancerol. 42 : (4). 181 ~ 187.

Toledo, C. y Garcia C. ( 1996 ). La proteina P53 y los oncogenes de papiloma virus

humano en la carcinogénesis del cuello uterino. Rev. Invest. Clin. 48; 59 — 68.

Vargas, H. ( 1996 ). Virus del papiloma humano. Aspectos epidemiolégicos,

carcinogenéticos, diagnosticos y terapéuticos. Rev. Ginec. Obst. Mex. 64: 411 — 417,
Zamora, P. y Terrés, S. ( 1998 ). Infeccidén por virus del papiloma humano en mujeres y

hombres mexicanos. Identificacion por el sistema de captura de hibridos. Rev. Mex. Patol.
Clin. 45:9-15.

60



VIIIL- DATOS DE IDENTIFICACION

VIIL 1.- DE LOS INVESTIGADORES

MED. ESP. GENARO VEGA MALAGON
INVESTIGADOR

DRA. GUADALUPE ALCOCER GARCIA
DIRECTOR DE TESIS

DR. GINO NORIS GARCIA
ASESOR TECNICO

61



IX.- FIRMAS DE LOS INVESTIGADORES

INVESTIGADOR )
MED. ESP. GENARO VEGA MALAGON

DIRECTOR DE TESIS )
DRA. GUADALUPE ALCOCER GARCIA

62



X.- ANEXOS.

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

1.- FICHA DE IDENTIFICACION.
NOMBRE. :
No.. DE EXP.

DOMICILIO
EDAD

2.- ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES ONCOLOGICOS.
SI NO

3.- EDAD DE LA MENARQUIA

4.- ANTEC. OBSTETRICOS. G. - P-ee- A C

5.- INICIO DE VIDA SEXUAL ACTIVA

6.- COMPANEROS SEXUALES | 6] )[(@ JS——— DOS O MAS ----eemeem-

7.- LESIONES CERVICALES PREINVASORAS

8.- HALLAZGOS SUGESTIVOS DE INFECCION POR VIRUS PAPILOMA HUMANO
COLPOSCOPICOS------- CITOLOGICOS -=-veeun HISTOPATOLOGICOS-

9.-RESULTADOS INFECC. POR V.P.H. (REACCION EN CADENA DE
POLIMERASA ) 1:J0 1) ) A T(0 J—— NEGATIVO --eeemmmmmv

10.- GENOTIPO DEL V.P.H.

63



Model 310 136GV8-13-03-9-41 PM.ab1

Signal G:643 A:960 T:875 C:328 Page 1 of 1

AB' Version 3.7 DT310POP4{BDv3}v1.mob Thu, Jan 29, 2004 12:49 PM
. Basecaller-310POP4.bcp136GV BD v3 Matrix.mtx Wed, Aug 13, 2003 9:41 PM

BC 1.3.0.0 Cap 5 Points 1741 to 5975 Pk 1 Loc: 1741 Spacing: 10.04{10.04}

C TTAA TNACTTC C AAAGTGTATTTTTT AGGGG NCTTCTTTAGGTGCTG GAGIGTAIGTTTTTGAC AG CATTGCCTGGG AAGTTACARACCTAT ARG TATCTTCTAS TGTGCCTC
100 110

oo W s b

*CTGGGGG AG TTGTAGACCAARAT TC CAG TC CTCCAAAATAG T GGART TCAT AG AATG TATGTAT GT CAT AACG TCTGCAG TTAAG GTTAT T T TGCACAGT TG AAPA AT AAAC TG TAAATCATAT
120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

230 24

JL.U“M&lm».ﬁ!M&MM!MA‘Aaaﬁlml.lmmM.gMMIAIL&LM

TCCTCCCCATGT CGTAGGTACTC CT TAAAG T TAGTATT TT TATAT GTAGT TT CT GAA GTAGAT AT G GCAG CACAT AAT GACATATT TG TAC TGCGTG T2G TATCPACAACAGT AAC AAATAG T TX
0 250 260 270 . 280 290 300 310 320 330 340 350

360

3G TTACCCCRACAAATG CCATTATTAT GN QOC CTGNG CAANA
370 380 390 400




4 (310303) Genaro Vega

AATTCTTAATTNCTTCCAAAGTGTTTTTTTAGGGGNCTTCTTTAGGTGCTGGAGGTGTATGTTTTTGACAGCATTGCCTG
GGATGTTACAAACCTATAAGTATCTTCTAGTGTGCCTCCTGGGGGAGGTTGTAGACCAAAATTCCAGTCCTCCAAAATAG
TGGAATTCATAGAATGTATGTATGTCANAACGTCTGCAGTTAAGGTTATTTTGCACAGTTGAAAAATAAACTGTAAATCA
TATTCCTCCCCATGTCGTAGGTACTCCTTAAAGTTAGTATTTTTATATGTAGTTTCTGAAGTAGATATGGCAGCACATAA
TGACATATTTGTACTGCGTGTAGTATCAACAACAGTAACAAATAGTTGGTTACCCCAACAAATGCCATTATTATNNTCCC
TGTGCA

Human papillomavirus tygé 16 }11 gene, complete cds
Length = 1518 \\

Score = 672 bits (339), Expect = 0.0
Identities = 355/358 (99%), Gaps = 2/358 (0%)
Strand = Plus / Minus

Query: 37 cttctttaggtgctggaggtgtatgtttttgaca-gca-ttgcctgggatgttacaaace 94

PEETTEEEI P EE et i e e e et ter bere b ety
Sbjct: 1315 cttctttaggtgctggaggtgtatgtttttgacaagcaattgecetgggatgttacaaace 1256

Query: 95 tataagtatcttctagtgtgcctcctgggggaggttgtagaccaaaattccagtcctcca 154

R R R NN NN RN N R R NN R RN R RN R RN RN N RN AE RN AN
Sbjct: 1255 tataagtatcttctagtgtgcctcctgggggaggttgtagaccaaaattccagtcctcca 1196

Query: 155 aaatagtggaattcatagaatgtatgtatgtcanaacgtctgcagttaaggttattttge 214

R RN N R R R R N AR R AR R R RN RN AR RN
Sbjct: 1195 aaatagtggaattcatagaatgtatgtatgtcataacgtctgcagttaaggttattttge 1136

Query: 215 acagttgaaaaataaactgtaaatcatattcctccccatgtcgtaggtactccttaaagt 274

R RN R AR R N S N R RN R RN RN R RN RN RN RN
Sbjct: 1135 acagttgaaaaataaactgtaaatcatattcctccccatgtcgtaggtactccttaaagt 1076

Query: 275 tagtatttttatatgtagtttctgaagtagatatggcagcacataatgacatatttgtac 334

R R N R R AR RN R R R R RN RN RN AR
Sbjct: 1075 tagtatttttatatgtagtttctgaagtagatatggcagcacataatgacatatttgtac 1016

Query: 335 tgcgtgtagtatcaacaacagtaacaaatagttggttaccccaacaaatgccattatt 392

PEELEREREEL bR e et e bbb ettt
Sbjct: 1015 tgcgtgtagtatcaacaacagtaacaaatagttggttaccccaacaaatgccattatt 958



8(310303) 1056723003-029878-22791

ATTNCTTAATNACTCCAAAANTTATTTTTAATGGATCTCCTTNNNTTCTGGGGGCNCTTTTTTGACAGTATAGCCTGGGA
TGTTACAAACCTATATGTATCCTCNAAAGNGCCTGACGGAGGAGGT GTTAAACCAAAATTCCAGTCCTCCAAAATATTGG
AATTCATANTATGNATATATGTCATTANGTCTGCAGATAATGTTATTTTGCACAGCTGAAANATAAACTGTAAATCATAT
TCCTCACCATGACNTANATACTCCTTAAAATTANNANTTTTATATGTANCTTCCNTANTNNATTCNGCANAACATGNTNT
CNTATTGGTACTACTGGTANNATCTAQN@CAACAACNAATAGNTGGTNCCCCCANNAATACCATTATTAT

Human papillomavirus typ%\;z/complete genome Length = 7824
Score = 208 bits (105),\ E4pect = 5e-51
Identities = 192/225 (85%)
Strand = Plus / Minus

Query: 70 atagcctgggatgttacaaacctatatgtatcctcnaaagngcctgacggaggaggtgtt 129
RN e N e N e N RN R NN AR
Sbijct: 6916 atagcctgggaggtaacaaatctatatgtgtcctgtaaactggcagacggaggaggtgtt 6857

Query: 130 aaaccaaaattccagtcctccaaaatattggaattcatantatgnatatatgtcattang 189

PELREEEE b PR EE et et ber e e e vk tbeieentirnag
Sbjct: 6856 aaaccaaattgccagtcctccaaaatattggaatccatagtatgtatatatgtcattatc 6797

Query: 190 tctgcagataatgttattttgcacagctgaaanataaactgtaaatcatattcctcacca 249

RN R N A R R A RN A R R R I RN N
Sbjct: 6796 tctgcagttagtgtaattttgcaaagctgaaaaacaaactgtaagtcatattcttcaaca 6737

Query: 250 tgacntanatactccttaaaattannanttttatatgtancttcc 294

(R R R R AR AR RN A B R RN
Sbjct: 6736 tgacgtacatattccttaaaattatcatttttatatgtaccttcc 6692

Human papillomavirus type 16 variant (African type 2), complete genome
Length = 7904

Score = 196 bits (99), Expect = 2e-47
Identities = 184/216 (85%)
Strand = Plus / Minus

Query: 73 gcctgggatgttacaaacctatatgtatcctcecnaaagngecctgacggaggaggtgttaaa 132

PeErrreerrrrerrrrreer e reerr re v rbH PETREREEE 1L
Sbjct: 6910 gcctgggatgttacaaacctataagtatcttctagtgtgcctcctggaggaggttgtaaa 6851

Query: 133 ccaaaattccagtcctccaaaatattggaattcatantatgnatatatgtcattangtct 192

R R R R R N N e A RN N R B A R R
Sbijct: 6850 ccaaaattccagtcctccaaaatagtggaattcatagaatgtatgtatgtcataacgtct 6791

Query: 193 gcagataatgttattttgcacagctgaaanataaactgtaaatcatattcctcaccatga 252

R R R R R AR R AR RN RN
Sbjct: 6790 gcagttaaggttattttgcacagttgaaaaataaactgtaaatcatattcctccccatgt 6731

Query: 253 cntanatactccttaaaattannanttttatatgta 288

[ A N AR R R RN
Sbjct: 6730 cgtaggtactctttaaagttagtatttttatatgta 6695



148 genaro

1061411997-17651~1899423.BLASTQ3
CNAACTNNGTTGTTGGCCTTTTTGTTANCNCCATTGACCTGTAAGTATNATAGGGTGGCCAACTGTATAGGCGGGAGCTG
CCTCCATAATAGTACAGGTTGGTACGCT GGACATAGCGGTCCGTACTTAAAACTTTGGACACAGGAGTGGGAGGCAGGTA
TACCTTGCCGTCACCAGGCCGCCACAARAGCCATCTGCAAAAAAATAGGGGAAAACGTTTACGAA

Human papillomavirus type 91, complete genome
Length = 8078

Score = 299 bits (151), Expect = 2e-80
Identities = 183/191 (95%), Gaps = 4/191 (2%)
Strand = Plus / Minus

Query: 11 tgttggcctttttgttancnccattgacctgta-agtatnata-gggtggccaactgtat €8

R R A R R N A R R R RN
Sbjct: 5941 tgttggcctttttgttagcaccattgacctgtacagtataataagggtggccaactgtaa 5882

Query: 69 -—aggcgggagctgcctccataatagtacaggttggtacgectggacatagecggtceccgtac 126

R R A R N R R RN AR R R R R RN
Sbjct: 5881 taaggcgggagctgcctccataatagtacaggttggtacgectggacatagecggtcegtac 5822

Query: 127 ttaaaactttggacacaggagtgggaggcaggtataccttgccgtcaccaggccgccaca 186
R AR RN R R R RN RN AR RN
Shjct: 5821 ttaaaactttggacacaggagtgggaggcaggtataccttgccgtcaccaggccgccaca 5762

Query: 187 aagccatctgc 197

RN
Sbjct: 5761 aagccatctgc 5751



146 genaro

1061411840-3806-2318098.BLASTQ3
CTTTAATTACCTCCCAAATACATAATCTTTAAATGGNATCTTCCTTGGGCTTTTGGGGGGCAGTTTTTTGACATGTAATG
GCCTGTGAAGGTGACAAPCCTATAGGTATCCTCCADAGAACCTGAGGGAGGTGTGGTCAATCCAAAATTCCAATCTTCCA
AAATAGCAGGATTCATACTGTGAATATATGTCATTATGTCTGCAGATAATGTTATTTTGCATAACTGAAATATAAATTGT
AAATCAAATTCCTCACCATGTCTTANATACTCTTTAAAATTACTACTTTTAAATGTAGTATCACTGTTTGCAATTGCAGC

ACAAACAGACATATTGGTACNACGTGTGGTATCTACCACAGTAACAAATAACTGATTGCCCCAACAAATACCATTATTAT
NGTCCCCTGGAGCAA

Human papillomavirus type 31 {(HPV-31l) complete genome
Length = 7912

Score = 716 bits {(361l), Expect = 0.0
Identities = 379/383 (98%), Gaps = 2/383 (0%)
Strand = Plus / Minus

Query: 16 aaatacataatctttaaatggnatcttccttgggcttttggggggcagttttttgacatg 75

(AR N R R R R A AR RO
Sbjct: 6892 aaatacataatctttaaatgg-atcttccttgggcttttggggggcagttttttgacatg 6834

Query: 76 taatggcctgtgaaggtgacaaacctataggtatcctccaaagaacctgagggaggtgtg 135

PERTEEEI e Prer e r b b bbb b e e
Sbjct: 6833 taatggcctgtga-ggtgacaaacctataggtatcctccaaagaacctgagggaggtgtg 6775

Query: 136 gtcaatccaaaattccaatcttccaaaatagcaggattcatactgtgaatatatgtcatt 195

Prrrrrrrre b r e e e e e e e
Sbjct: 6774 gtcaatccaaaattccaatcttccaaaatagcaggattcatactgtgaatatatgtcatt 6715

Query: 196 atgtctgcagataatgttattttgcataactgaaatataaattgtaaatcaaattcctca 255

R RN R R R R RN RN R R N R RN RN N RN R RN R RN
Sbjct: 6714 atgtctgcagataatgttattttgcataactgaaatataaattgtaaatcaaattcctca 6655

Query: 256 ccatgtcttanatactctttaaaattactacttttaaatgtagtatcactgtttgcaatt 315

PELVCEEErE tebrrerrrrbrererr e e rrrierrtereireererreird
Sbjct: 6654 ccatgtcttaaatactctttaaaattactacttttaaatgtagtatcactgtttgcaatt 6595

Query: 316 gcagcacaaacagacatattggtacnacgtgtggtatctaccacagtaacaaataactga 375

PELLETUEE bbb r e v e rrerrrerrereire el
Sbjct: 6594 gcagcacaaacagacatattggtactacgtgtggtatctaccacagtaacaaataactga 6535

Query: 376 ttgccccaacaaataccattatt 398

PEEELERLEr e erertritd
Sbjct: 6534 ttgccccaacaaataccattatt 6512




136 genaro

1061411617-1624~761137.BLASTQ3
CTTAAATNACTTCCAAAGTGTATTTTTTAGGGGNCTTCTTTANGTGCTGGAGGTGTATGTTTTTGACAAGCATTGCCTGG
GATGTTACAAACCTATAAGTATCTTCTAGTGTGCCTCCTGGGGGAGGTTGTAGACCAAAATTCCAGTCCTCCARAATAGT
GGAATTCATAGAATGTATGTATGTCATAACGTCTGCAGTTAAGGTTATTTTGCACAGTTGAAAAATAANACTGTAAATCAT
ATTCCTCCCCATGTCGTAGGTACTCCTTAAAGTTAGTATTTTTATATGTAGTTTCTGAAGTAGATATGGCAGCACATAAT

GACATATTTGTACTGCGTGTAGTATCAACAACAGTAACAAATAGTTGGTTACCCCAACAAATGCCATTATTATGNNCCCT
GGGGCAA

Human papillomavirus type 16 isolate 16W12E, complete genome
Length = 7904

Score = 696 bits (351), Expect = 0.0
Identities = 374/380 (98%), Gaps = 3/380 (0%)
Strand = Plus / Minus

Query: 15 aaagtgtattttttaggggn--cttctttangtgctggaggtgtatgtttttgacaageca 72

PRETEEEER e eet 1 PRy et nrni e
Sbjct: 6973 aaagtgtattttttaaggggatcttctttaggtgctggaggtgtatgtttttgacaageca 69514

Query: 73 -ttgcctgggatgttacaaacctataagtatcttctagtgtgectectgggggaggttgt 131

Privvrrrrrrrrrrnirerterrrrerrrrrrrrrrrrrrrer e e e rr it reen
Sbjct: 6913 attgcctgggatgttacaaacctataagtatcttctagtgtgcctecectgggggaggttgt 6854

Query: 132 agaccaaaattccagtcctccaaaatagtggaattcatagaatgtatgtatgtcataacg 191

R R R N N AR RN E R R
Sbjct: 6853 agaccaaaattccagtcctccaaaatagtggaattcatagaatgtatgtatgtcataacg 6794

Query: 192 tctgcagttaaggttattttgcacagttgaaaaataaactgtaaatcatattcctccceca 251

ARRRRRER R R AR NN R R AR R R R R R R R R RN R RN RN R NN AR
Sbjct: 6793 tctgcagttaaggttattttgcacagttgaaaaataaactgtaaatcatattcctcccca 6734

Query: 252 tgtcgtaggtactccttaaagttagtatttttatatgtagtttctgaagtagatatggeca 311

Prrirrrreerrrirrrreerrrrrerrerrerrertrerrerrertreererri et
Sbjct: 6733 tgtcgtaggtactccttaaagttagtatttttatatgtagtttctgaagtagatatggca 6674

Query: 312 gcacataatgacatatttgtactgcgtgtagtatcaacaacagtaacaaatagttggtta 371

R R R AR R R R R RN R R R R R R R RN R AR RN R RN
Sbjct: 6673 gcacataatgacatatttgtactgcgtgtagtatcaacaacagtaacaaatagttggtta 6614

Query: 372 ccccaacaaatgccattatt 391

(R RRERNAEERRRERR RN
Sbjct: 6613 ccccaacaaatgccattatt 6594
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