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RESUMEN

La presente investigacion se encuentra inserta en la linea de investigacion
Inmunologia y enfermedades virales del programa doctoral y adscrito a la unidad de
investigacion CIADANA. Estudio abordado bajo el enfoque epistémico positivista,
metodologia empirico analitica, de nivel comparativo correlacional, de campo y corte
longitudinal. La muestra utilizada fue de 110 pacientes, no probalistica intencional,
de una poblacién de 270 pacientes que acudieron a consulta ginecoldgica privada; a
dichas pacientes se les realizo diagndstico clinico, citolégico, colposcopico, biopsia y
PCR para la deteccién del VPH. Los resultados obtenidos fueron: el PCR detectd el
virus con una frecuencia del 90,9%, la biopsia 88,2%, la colposcopia 84,5%, la
clinica y citologia reportaron 57,3% y 40% respectivamente. La sensibilidad y la
especificidad fueron mayor para la biopsia y colposcopia con 97%, 100% y 90% y
70% con diferenciacion poco significativa. Contrariamente la citologia resulto ser
poco sensible 40% y especificidad 60%. Los virus de bajo riesgo 6 y 11 fueron
significativamente mas frecuentes que los de alto riesgo, 88% y 22%
respectivamente. Se observé mayor frecuencia de infeccion por VPH de alto riesgo
en el grupo de mayor edad (42%), siendo los mas comunes los virus 31,53 y 45.
Durante el control de seguimiento, el PCR fue negativo para la identificacion del
virus durante el post tratamiento y a los 6 meses, no siendo igual al afio y afio y
medio, donde se detectaron 4 y 16 casos positivos de VPH (20%). De ellos, 2 fueron
por el mismo subtipo viral diagnosticado inicialmente y 18% presentaron tipo de
ADN viral diferentes. Esto se explica como una enfermedad residivante después del
afio o una reinfeccion.

Palabras Clave: VPH, diagnostico, evaluacion, seguimiento
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SUMMARY

This research is embedded in the research and viral diseases Immunology and
attached to the doctoral research unit CIADANA program. Study addressed under the
positivist epistemological approach, empirical analytical methodology, comparative
level correlational and longitudinal field. The sample was 110 patients, probalistica
not intentional, of a population of 270 patients attending private gynecology clinic; to
these patients underwent clinical, cytological, colposcopic biopsy and PCR for the
detection of HPV. The results obtained were: the PCR detected the virus with a
frequency of 90.9%, 88.2% biopsy and colposcopy 84.5%, clinical and cytological
reported 57.3% and 40% respectively. The sensitivity and specificity were higher for
biopsy and colposcopy with 97%, 100% and 90% and 70% with little significant
differentiation. Contrary cytology turned out to be very sensitive 40% and specificity
60%. The low-risk virus 6 and 11 were significantly more frequent than those at high
risk, 88% and 22% respectively. Higher frequency of HPV infection in high-risk
older group (42%) was observed, the virus 31, 53 and 45 being the most common.
During the tracking control, the PCR was negative for virus identification during post
treatment at 6 months, not being equal to the year and a half, where 4 and HPV 16
positive cases (20%) were detected. Of these, 2 were from the same viral subtype
initially diagnosed and 18% had different types of viral DNA. This is explained as a
residivante disease after year or reinfection.

Keywords: HPV diagnosis, evaluation, monitoring.
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INTRODUCCION

El Virus Papiloma Humano (VPH) constituye un problema de salud publica
en la actualidad y es el principal responsable de las neoplasias epiteliales escamosas

de origen viral en la poblacion femenina menor de 35 afios (1).

La infeccion causada por el virus papiloma humano (VPH) ocurre
comunmente en los humanos, debido a que estos virus tienen distribucion mundial y
se asocian, a una gama muy amplia de enfermedades que van, desde las verrugas
cutaneas hasta cancer genital. Desde los afios 60 se ha observado un incremento en
las verrugas de trasmision sexual o condilomas acuminados, estimandose que la
prevalencia de las verrugas de trasmision sexual es de 5 a 20% en la poblacion
sexualmente activa se han detectado algunos factores de riesgo asociados entre los
cuales estan: la promiscuidad sexual, bajo nivel socioeconémico, multiparidad y
algunos grupos de pacientes inmunodeprimidos como son los enfermos de sindrome
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) o los pacientes sometidos a terapia
inmunosupresora debido a trasplantes de dérganos, presentan mayor prevalencia de

infecciones por virus papiloma humano (VPH) que la poblacion general (2).

Algunos autores sefialan que este virus esta presente en el 30% de los tumores
malignos de origen cérvico uterino en los paises en desarrollo, constituyendo esta la

segunda causa de muerte en mujeres en edad fértil (3). En los Estados Unidos de



Norteamérica se reportan 1300 casos nuevos de cancer de cuello uterino y 4.500
casos de muerte por esta infeccion (4). En Venezuela se estima que 60% de la
poblacion tiene el virus y el cancer de cuello uterino constituye la primera causa de

muerte por esta patologia en el pais (5).

En razdn a lo expuesto y a la importancia de la tematica en estudio, la presente
investigacion esta orientada por el paradigma cuantitativo, el cual se caracteriza por
un momento metodoldgico empirico analitico. Utilizando encuestas tipo registro de
historias clinicas, donde se tomaron datos sobre los diagndsticos aplicados, en los
pacientes con signos sugestivos en genitales externos e internos, de Virus Papiloma
Humano (VPH); observacion de los casos evaluados pos-tratamiento y seguimiento
de ellos, mediante controles semestrales por reaccion en cadena polimerasa (PCR),
durante afio y medio en el periodo comprendido entre Diciembre 2006 a Diciembre

2011.

Finalmente debemos afadir que este trabajo de investigacion esté estructurado
de la siguiente manera: Capitulo I, en este aparte se presenta la Contextualizacion del
Problema en Estudio, donde se expone el propdsito, justificacion y delimitacion del
mismo. Capitulo Il, denominado Marco Tedrico Referencial, presenta antecedentes
referenciales y referencias tedricas de la investigacion. En el Capitulo 111, se
exponen los Momentos Metodoldgicos. EI Capitulo 1V, cuyo contenido son los

Resultados del estudio, representados en tablas y graficos con sus respectivos



analisis; igualmente se presentan la discusion, conclusiones. En altimo lugar, en el
Capitulo V, se presenta el aporte epistémico; para concluir con las referencias

bibliograficas y anexos.



CAPITULO|

EL PROBLEMA

1.1. Contextualizacion inicial

El Virus Papiloma Humano (VPH), representa hoy un problema de salud
publica en la poblacion femenina, siendo éste el principal responsable de las
neoplasias epiteliales escamosas de etiologia viral en mujeres menores de 35 afios,
constituyendo ademas la segunda causa de muerte por neoplasias intraepiteliales
cérvico uterinas en la poblacion mundial donde 500.000 mujeres mueren al afio por

esta causa (1).

El virus estd presente en 30% de los tumores malignos de origen cérvico
uterino en los paises en desarrollo, constituyendo esta la segunda causa de muerte en
el mundo observada en mujeres en edad fértil (3). Otros autores reportaron
anualmente 1.300 casos nuevos de cancer de cervix en los Estados Unidos de
Norteamérica y 4.500 muertes por esta afeccion. En paises en vias de desarrollo
como México, Per( y otros de América Latina, las neoplasias intraepiteliales,
constituyen actualmente un problema de salud publica y representa la primera causa

de muerte (4). Rodriguez, refiere que en los Estados Unidos aproximadamente 15%



de la poblacién esta infectada y que anualmente se registran cerca de 6,2 millones de
nuevos casos. En Venezuela, se estima que 60% de la poblacion esta infectada por el
virus y el cancer de cuello uterino representa la primera causa de muerte en el pais,

aun por encima del cancer de mama (5).

Aproximadamente, 75% de la poblacion femenina contrae alguna vez en su
vida una infeccion por el papiloma virus (VPH), lo cual constituye una de las
infecciones de transmision sexual (ITS) mas frecuentes y aun poco conocida (6). La
infeccion viral suele manifestarse una vez que ha ocurrido el contacto con el virus,
expresandose la infeccion clinica, sub-clinica o latente dependiendo de la etapa
clinica en que se manifieste el virus. En la infeccién clinica la enfermedad se
manifiesta con expresion activa, que cursa con lesiones papulares o verrugosas, es
decir, lesiones visibles a simple vista y sus manifestaciones oncogénicas dependeran
del ADN viral. La infeccion sub-clinica es aquella con expresion minima,
sintomética, que solo se diagnostica por lesiones acético positivas a través del
colposcépio. En lainfeccion latente no se evidencia anormalidad morfolégica en el
epitelio escamoso y el virus solo puede ser detectado por técnicas especiales en

virologia y biologia molecular (7).

En la literatura se reporta que en la etapa sub-clinica ademas de evidenciarse
por técnica de reforzamiento déptico, histolégicamente, también existe la evidencia de

infeccidn viral, traducida por coilocitosis, mientras que en la fase latente, la carga



viral es tan baja que impide al virus replicarse y carece de significacion biologica,
controversia que continua sin resolverse; por lo que el papel patogénico de la
infeccion viral latente continua generando una intensa discusion, pudiendo
demostrarse la presencia del virus a través de técnicas de alta sensibilidad como el
PCR (8). Se han diagnosticado mas de cien tipos de VPH por diferenciacion de su

ADN, se dice que treinta de ellos afecta el area genital (6).

Siendo el VPH uno de los grupos virales mas frecuente en el mundo; el cual
afecta epitelios escamosos de piel y mucosas ocasionando lesiones, algunas de tipo
benignas como las verrugas genitales que se vinculan por lo general con los tipos de
VPH 6 y 11, los cuales producen lesiones de bajo riesgo, existiendo otra variante que
se transmite por via sexual, considerada de alto riesgo, y estan representados por los
tipos 16 y 18 (mas frecuente), 31, 33, 45; siendo los dos primeros (16 y 18)

responsables més frecuentes del cancer cervico-uterino (9).

Estudios recientes indican que dichos virus podrian asociarse e incriminarse
con las neoplasias de la mucosa oral. Se conoce que los virus son microorganismos
que por si solos no acttan, es decir, no son activos en términos metabolicos como lo
son las bacterias; ellos requieren de una célula huésped para funcionar y poder
reproducirse, invadiendo a la misma, produciendo lisis celular y asi continuar su ciclo

reproductivo y de actividad (9).



El virus produce lesiones en los epitelios planos estratificados, estando la
estructura histologica de los mismos, constituida por diversos estratos y células, entre
ellas los Queratinocitos células mas abundantes del epitelio escamoso, células de
Langerhans, Melanocitos y células de Merkel, estando representados los diferentes

estratos celulares por el estrato basal, espinoso, granuloso y corneo (10).

Conjugados esos aspectos histolégicos con el comportamiento viral en la
célula huésped: Queratinocito, caracterizado por ser una célula migratoria en el
epitelio, la cual se muestra susceptible a la invasion por parte del virus mediado por
receptores denominados integrinas y que explican en parte la afinidad del virus por
esta células, surgieron las siguientes inquietudes: ¢Tendra alguna relacion, el
comportamiento migratorio del queratinocito con las fases de infeccidn clinica del
virus?. A la luz de los conocimientos actuales en biologia molecular ;Como se
explica el mecanismo de replicacion del virus en la fase latente, si su expresion es
minima e inactiva biologicamente?, ;Coémo la infeccion viral latente presentada en
portadores sanos puede ser capaz de transmitir la enfermedad, cuando el virus en
teoria , no es biologicamente activo?, ¢Existird alguna relacion entre la infeccion viral
latente y las técnicas habituales empleadas en ginecologia para, diagnosticar y evaluar
al virus?,¢Es latente el comportamiento viral 6 se trata de una residual o recidivante o

de una reinfeccion?.



Solo se ha logrado determinar en la etapa de latencia, hasta el momento
particulas virales a nivel celular, que favorecen la inmunidad mediada por células. En
relacion con lo antes expuesto se plante6 un estudio donde se observa incertidumbre y
existen aun muchas interrogantes, que habrian que ordenar e integrar para
comprender aspectos fisiopatologicos del virus y quizés asi entender el porqué del
comportamiento latente o no del virus, ya que en esta etapa de la infeccion, el
individuo infectado se comportaria como un portador sano, quien estaria involucrado
con la diseminacién del virus, incrementando la infeccién por éste y sus
implicaciones. Por lo que resultd interesante evaluar a través del diagndstico y
seguimiento la infeccién por Virus Papiloma Humano, en una poblacién femenina, en
el presente estudio; lo que constituye un verdadero e interesante aporte al

conocimiento y manejo de esta patologia.

Con los nuevos avances en tecnologia molecular alcanzados en los ultimos 20
afios lo que permitio aproximaciones al conocimiento de la interaccion virus/huésped;
se han incentivado las investigaciones al respecto siendo el campo de la Ginecologia,
la Dermatologia, la inmunologia, la anatomia patoldgica, microbiologia, odontologia,

bioética y la biologia molecular los mas estudiados (11).

En vista del avance de la tecnociencia y las maltiples disciplinas involucradas
en el aporte al conocimiento del comportamiento de la interaccion virus huésped, se

evidencian las multiples aristas del fendmeno, el cual implica diversos campos de



investigacion aun no explorado lo cual determina la complejidad del fendbmeno en
estudio con lo que se pretende generar un aporte epistémico a través de la evaluacion
de la infeccion que permita comprender la fase de latencia del virus utilizando para
ello el aporte y apoyo del conocimiento de algunas de las disciplinas antes
mencionadas constituyéndose esto en un punto de partida, para un nuevo enfoque en
el diagndstico, tratamiento, evaluacion y seguimiento de la infeccion viral;

contribuyendo a una posible solucion para esta afeccion.

Con base a este planteamiento se formulan los objetivos que guian esta

investigacion.

1.2.  Objetivosdelalnvestigacion

1.2.1. Objetivo General

Planteada la complejidad diagndstica, clinica y epidemioldgica que conforman
el comportamiento epitelial del Virus Papiloma Humano, se propone como guia que
orienta esta investigacion, “Evaluar a través del diagnostico y seguimiento la
infeccién por Virus de Papiloma Humano en una poblacién femenina” que
asistio a una consulta privada ginecoldgica en Valencia, Edo. Carabobo durante el
periodo Diciembre 2006 a Diciembre 2011, con la finalidad de generar un aporte

tedrico que explique la infeccion por el virus en sus diferentes etapas clinicas y
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objetivadas por controles periddicos, a través de la prueba de biologia molecular:

reaccion en cadena polimerasa (PCR).

1.2.2. Objetivos Especificos

e Evaluar la sensibilidad y especificidad de cada uno los métodos

diagndsticos empleados para la determinacion de la infeccion por VPH de

la poblacidn en estudio en la fase diagnostica.

e Determinar los tipos de ADN viral y la frecuencia detectada durante la

fase diagndstica

e Establecer la relacion entre los sub tipos virales reportados segun grupo

etario.

e Detectar la presencia del virus durante el post tratamiento y en la etapa de

seguimiento a través de la técnica de biologia molecular PCR.
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1.3. Justificacion

Cada afio se detectan en el pais tres mil nuevos casos de cancer de cuello
uterino asociada a Virus Papiloma Humano en mujeres con edades comprendidas
entre 25 y 64 afos, siendo esta afeccion frecuente y constituyéndose en una de las
primeras causas de muerte oncoldgica en las mujeres venezolanas. Entre los factores
que propician la progresion de la enfermedad hacia el cancer cérvico-uterino esta la
persistencia de la infeccion y la habilidad que posee el virus de expresar determinados
genes por tiempo prolongado, independientemente de que la infeccion tenga o no

manifestaciones clinicas (12).

Por todo lo antes expuesto, en este sentido se justifica la presente
investigacion, desde el punto de vista medico ya que el estudio aportard elementos
que permitiran la busqueda de un nuevo enfoque diagndstico y de seguimiento de esta
afeccidn, para un mejor control de esta enfermedad y del problema de salud publica
existente. Ademas, podria aportar posibles soluciones en el abordaje, tratamiento de
la infeccion viral y control del riesgo de desarrollar cancer de cuello uterino, lo que
representa cambios en el manejo de técnicas habituales, generando con todo ello

nuevos aportes a la ciencia.

Desde el punto de vista cientifico este estudio permitira la apertura de nuevas

lineas de investigacion en relacion a este tema tan controversial.
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1.4. Alcancey delimitacion del estudio

El presente estudio se realizé en una poblacion femenina con sospecha clinica
de VPH, en genitales externo y/o internos, con edades comprendidas entre 16 y 55
afios de edad a quienes se les aplicd un protocolo diagnéstico basado en la clinica,
colposcopia, citologia, biopsia y reaccion en cadena polimerasa (PCR), que asistieron

a una consulta privada de Ginecologia y Obstetricia, en Valencia, Edo. Carabobo.

La misma esta enmarcada en la linea de investigacion: Inmunologia y
enfermedades virales, del programa doctoral adscrito al Centro de Investigaciones y

Analisis Docente Asistencial, Nucleo Aragua (CIADANA).

El mismo se ejecutd en el periodo comprendido entre Diciembre 2006 a
Diciembre 2011. Estuvo dirigido a profesionales e investigadores en Ciencias

Médicas en la Especialidad de Ginecologia y Obstetricia y a la poblacién en general.

El estudio tiene como alcance despertar en estos profesionales la motivacion
de promover la busqueda de soluciones hacia una praxis mas efectiva en el
diagndstico, tratamiento y control del VPH; al igual que se busco incentivar a otros
profesionales para lograr una mejor prevencion al respecto. lgualmente, los hallazgos
derivados de esta investigacion permitiran comprender la infeccion del VPH con una

vision mas amplia e integrada.



CAPITULO I

MARCO TEORICO REFERENCIAL

2.1. Antecedentesy estudios relacionados

Las investigaciones sobre el Virus Papiloma Humano son muy diversas y en
especial orientadas a los factores de riesgos asociados a la infeccion, mas
recientemente y a la luz de los adelantos en histopatologia y biologia molecular se
han planteado nuevos aspectos a investigar en especial a todo lo relacionado con
tipificacion del genoma viral, su correlacién clinica e histopatoldgica asi como la
asociacion de los serotipos con cancer de cuello uterino. En la actualidad, las
investigaciones se han enfocado hacia el area de la prevencidn y pronostico de la
enfermedad a través de la identificacion de marcadores inmunoldgicos, sin embargo,
se ha observado a través de diversos registros bibliograficos, poca o ninguna
informacidn acerca dela evaluacidn de la infeccion viral a través del diagndstico y

seguimiento de casos por un periodo prolongado de afio y medio.

Los trabajos presentados a continuacion en el ambito internacional y nacional

respectivamente, guardan relacion con los diversos aspectos abordados en esta
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investigacion, por lo tanto sirvieron como fuente de informacién y aportes al marco

referencial del fenédmeno en estudio.

El trabajo “Variantes Moleculares del Virus Papiloma Humano (VPH) tipo 16
y 18 en adenocarcinoma de cérvix”, donde se concluye: los serotipos 16 y 18, son
considerados carcindgenos humanos habiéndose demostrado la asociacion etiologica

entre la infeccion por ellos y el adenocarcinoma del cuello por PCR(13).

Otros autores relacionaron el despistaje de cancer cervical, la prevalencia del
tipo de VPH de alto riesgo con la edad en mujeres con citologia normal,
observandose diferentes genotipos del virus en muestras cervicales donde las
secuencias de VPH positivo encontrados fueron: el tipo 16 y 18 y las edades con

mayor prevalencia fueron entre 25-29 afios (14).

En otra investigacion, Viral Lactency — ThePapilloma Virus Model, el estudio
se baso en la prevalencia y la historia natural de las infecciones por Virus Papiloma,
donde se monitoreo el ADN viral del VPH como consecuencia de la
inmunosupresion, con la expectativa de que las infecciones virales latentes podrian
reactivarse y ser detectables. La poblacién en estudio consistié en mujeres que se
encontraban con insuficiencia renal terminal y otras que tenian VIH/SIDA; a quienes
se les realiz6 tomas de muestras cérvico vaginales para observar excrecion del virus a

través del tracto genital inferior, con intervalos para las tomas de muestras de seis



15

meses a través de PCR, identificandose infecciones simples y multiples y la
determinacion de los genotipos virales. De las 225 mujeres que tenian VIH, 177
(79%) fueron VPH positivas y 111 (49%) tenian varios tipos de VPH, es decir, tipos
mixtos. Siendo el tipo 6 el mas comun. Los otros tipos virales detectados, fueron 45,
52, 53, 54, 58 y 74 como los méas frecuentes, a diferencia de los reportados para la
poblacion en general que son el 11, 16, 18, 31, 33 y 35. Ademas se observé que la
prevalencia del VPH en la cohorte de las pacientes nefropatas terminales, fue
ligeramente inferior a los de la cohorte con SIDA. Concluyéndose que las
infecciones por VPH son comunes y normalmente se producen en el estado sub-
clinico de un sistema inmunolégico funcional y podria ser reactivado por condiciones
inmunosupresoras, surgiendo la incertidumbre de como distintos tipos persisten en
una poblacién y puedan aislarse en varias ocasiones a partir de muestras recogidas; lo
que plantea cuestiones complejas relativas a la naturaleza de la transmision viral y a

la reproduccion (15).

Otro estudio fue El Virus Papiloma Humano en la Displasia Cervical donde se
estudiaron 129 pacientes con diagnostico positivo por citologia y colposcopia de
infeccion por VPH, se demostré que el grupo etario donde predominé la infeccion
estuvo comprendido entre los 20 y 35 afios, observandose en dicho grupo que las
primeras relaciones sexuales fueron antes de los 20 afios. Al comparar el grado de

sensibilidad entre ambos métodos diagnosticos se observo que la colposcopia tuvo un
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nivel de sensibilidad y especificidad mayor que la citologia en el diagnostico de

lesiones cervicales por el virus (16).

En el trabajo “Incidencia de los diferentes tipos de papiloma virus (VPH) en
las lesiones escamosas del cuello uterino”, cuyo objetivo fue determinar los tipos de
VPH, asociados a lesiones escamosas intraepiteliales de bajo y alto riesgo por PCR,
se detecto que dichas lesiones y los carcinomas invasores fueron positivos para el tipo
16, por lo que sugirieron realizar la técnica de PCR complementaria a las biopsias

cervicales de lesiones sospechosas por VPH (17).

Otro trabajo internacional donde se estudié el comportamiento de algunos
factores de riesgo asociados a la aparicion de lesiones precancerosas de cuello
uterino, alli se traté de establecer la relacion entre el factor de riesgo y la enfermedad,
se observé que el grupo etario mas afectado correspondio a las edades comprendidas
entre 35y 59 afios (52,85%) demostrandose la existencia de asociacién entre lesiones
precancerosas del cervix y factores de riesgo como: multiparidad, promiscuidad,
infeccion por VPH, inicio precoz de relaciones sexuales. Ademas se comprob6 que la
lesion precancerosas mas frecuentemente encontrada fue la neoplasia intraepitelial

cervical I (NIC 1) (18).

Otra investigacion que tuvo como objetivo determinar la frecuencia y

distribucion del VPH en los diferentes estadios que conforman la historia natural del



17

cancer cérvico-uterino para optimizar la deteccion del mismo con el uso de diferentes
métodos diagnosticos y oligonucledtidos del PCR universales y especificos;
utilizando una muestra de 154 mujeres en Ciudad de Mexico, en un estudio
descriptivo y transversal donde se realizo un analisis con T de Student para valores
continuos y chi cuadrado, para proporciones y analisis de concordancia entre biopsia
y exudado cervical o citologia con indices de kappa y deteccion del VPH por PCR.
Los resultados obtenidos por diagnostico citoldgico fueron: 65 casos (42%) normal,
45 casos (29,2%) de citologias positivas a lesiones de alto y bajo riesgo y 44 casos

reportados por citologias (28,6%), fueron cancer invasivo (19).

El VPH fue detectado en 95,5% de los casos que tenian cancer invasor y en
91,6% se observd lesiones de alto grado, las lesiones de bajo grado se detectaron en el
66,7% Yy en citologias consideradas normales se determind VPH de bajo riesgo en el
23,1% por diagndstico mediante PCR. La deteccion del VPH fue mas eficiente en las
muestras obtenidas por biopsia que por citologia cérvico vaginales, concluyen que la
presencia de VPH de alto riesgo es elevada en el epitelio cervical de mujeres con
diagndstico citolégico normal y que la deteccion del mismo mejora al utilizar
distintos juegos de oligonucle6tidos universales que reconozcan la region L1 del

VVPH por PCR (19).

Un estudio realizado en Espafia, publicada en una revista de salud publica en

Mexico, cuyo objetivo fue identificar la infeccion por VPH de alto riesgo en 166
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mujeres, a quienes se les tomd muestras cervicales mediante la evaluacion de tres
técnicas para la deteccion del virus: a) PCR-EIA, usando consensos MY09, MYO011.
b) PCR- con line blothhybridization (PCR-LBH) y c) hibrido de captura 2.
Obteniéndose como resultado que el ADN viral se reconocio en 29,5%; 25,3% y
24,7% respectivamente en las técnicas empleadas. Las diferencias entre ellas para
identificar al virus no fueron estadisticamente significativas. La concordancia global
entre los tres ensayos fue 122/166 (73,5%), obteniéndose un indice de kappa de 0.59
(p<0.00) para la comparacién entre PCR-EIA y PCR-LBH y de 0.57 (p<0.00) para
PCR-LBH y HC2; lo que reflejo concordancia entre los ensayos para reconocer
muestras positivas y negativas, lo cual indico que los mismos no difirieron de la
deteccion de muestras positivas, ya que fue similar en los tres tipos de técnicas

diagnosticas (20).

En otro estudio internacional donde se revisO la carga virica de canceres
asociados al VPH en América Latina en 5400 casos donde murieron 2.663 mujeres
por cancer de cuello uterino en el 2002, se determind una tasa de mortalidad de 7
mujeres diariamente por esta causa. Se identifico al VPH como principal agente
etiologico en estos tipos de canceres; esta situacion obligd a establecer prevencion
primaria con la introduccion de vacunas profilacticas y prevencién secundaria a
través de pruebas de detencion de VPH en los programas de tamizaje por la alta
frecuencia de cancer encontrado; ejemplo de ello se citan los sitios mas frecuentes

donde se localiza el virus en este tipo de cancer en América Latina: cuello uterino
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100%, vagina 65 a 90%, vulva y pene, 40%; ano 90%, orofaringe 30%, cavidad oral

y laringe 10%(21).

En un estudio realizado en Andalucia, Espafia en 2794 muestras de
endocervix, donde 951 (35%) se detectd algun tipo de VPH, de ellos 834 casos (30%)
se tipifico como VPH de alto riesgo y 117 (4%) se localiz6 VPH de bajo riesgo,
destacandose que en 1798 mujeres estudiadas (65%) no se observd ningin genotipo
de VPH. Los tipos de alto riesgo mas prevalentes fueron: VPH 16 con 12,8%,

seguido del 31y 59 con 12,6% y 6,5% respectivamente (22).

En Centro America, la investigacion cuyo objetivo fue identificar lesiones de
VPH en un grupo de pacientes masculinos, cuyas parejas sexuales presentaban lesion
intraepitelial cervical de bajo grado asociada al Virus Papiloma Humano (VPH), con
confirmacion mediante PCR-ADN. EIl estudio incluy6 100 hombres entre 21-45
afios, los resultados observados por penoscopia fueron: Papilomatosis 40% de los
casos, verrugas vulgares 24%, papilomatosis en placa 6%. La citologia uretral arrojo
los siguientes resultados: Coilocitosis 58%, inflamacion 44% e infeccién agregada
60%. La infeccion bacteriana inespecifica estuvo presente en 8%, infeccion Bacilar
en el 10%, infeccién mixta 12%, cambios sugestivos por Gardnerella Vaginalis 24%
y Chlamydia trachomatis 6%. Ademas se observo disqueratosis en 47% de los casos.
Se concluy6 que el VPH de alto riesgo se asocié mayormente con lesiones peneanas y

evidencia de coilocitosis en las citologias, por lo que se recomendd a los comparfieros
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sexuales de mujeres con VPH realizarse de rutina penescopia y citologia uretral para

diagnostico y tratamiento precoz (23).

En un trabajo donde se analizan 45 muestras de biopsias de lesiones cervicales
en mujeres cubanas, en quienes se determind la presencia de 20 tipos de VPH
mediante PCR con cebador especifico, encontrandose 91% de positividad al VPH,;
siendo el genotipo mas frecuente de alto riesgo el 18, 45, 31,39, 51,56 y 59; no
encontrandose los subtipos de bajo riesgo 6 y 11 en ninguna de las muestras.
Afirmandose que estas lesiones ocupa el 2do lugar de incidencia y el 4to de
mortalidad entre las enfermedades malignas que afectan el tracto genital femenino en

Cuba (24).

Otra investigacion realizada donde se estudiaron 60 pacientes para realizar
una correlacion cito-colpo-histologica de lesiones causadas por el Virus Papiloma
Humano, se observo que la edad promedio de las pacientes fue de 30.95 afios, con
mayor cantidad de pacientes en el rango etario de 21 a 25 afios, y se tom6 como
método gold estdndar a la biopsia, se observaron cdmo resultados 70% (42 casos) de
la citologias negativas y 48 pacientes con (80%) biopsias positivas y 16 casos con
PCR positivos que fueron realizados en aquellas pacientes con hallazgos anormales
en citologias o colposcopias, concluyendo que se obtuvo una alta especificidad al

Papanicolaou con respecto a la biopsia, no asi en comparacion con el PCR,
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sensibilidad 56% Yy error de 50%, debido al niUmero pequefio de pacientes que se

sometieron a este estudio (25).

Entre los aportes revisados a nivel nacional y regional, se citan
respectivamente Milgron et al, quienes realizaron un estudio sobre Infeccion vaginal
por el Virus Papiloma Humano, donde se estudiaron 25 mujeres con lesiones
papilares de vagina en el Servicio de Ginecologia y Reproduccion Humana del
Hospital “Carlos J. Bello” y “Luis Razetti”, entre octubre de 1996 y diciembre de
1997. Tomaron dos muestras de dichas lesiones, una de ellas para determinar la
presencia de algunas de las secuencias de ADN viral, asociadas a los tipos 6, 11, 16,
18, 31, 33 0 35 mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa y la otra
fue procesada por anatomia patologica segin la metodologia tradicional. Once
muestras del total de pacientes estudiadas coincidieron con el diagndstico
histopatol6gico sugestivo de infeccion por el virus (44%). En ocho de las muestras
estudiadas que representaron (32%), se encontrd la presencia del ADN asociados a
los tipos de virus antes referidos y en las tres restantes fue negativo el PCR. Seis
casos (75%) resultaron infectados por virus de bajo riesgo; 1 caso (12,5%) por los

tipos de riesgo intermedio y de alto riesgo 1 (12,5%) respectivamente (7).

Una muestra de 48 pacientes con sospecha clinica citoldgica y/o
histopatologica de VPH, a quienes se les realizd6 PCR para deteccion del virus,

encontrandose 79% positivo, cuyos genotipos mas comunes fueron: 11 (BR) 26%, 33
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(AR) en 23%, 6 (BR) en 5,7%, presentd infeccion mixta una paciente pero solo se
pudo identificar el VPH tipo 11. Predominaron los tipos de riesgo intermedio y de
alto riesgo 52,6%, con respecto a los de bajo riesgo que representaron un 44,7%. Se
concluyé que la PCR detecté mayor numero de mujeres con VPH, que la citologia y
que el VPH de riesgo intermedio y alto se observd mas frecuentemente en mujeres

asintomaticas (26).

El estudio, cuyo objetivo fue asociar cepas de VPH determinadas por PCR,
con las caracteristicas de las células infectadas. La muestra estuvo conformada por
55 biopsias cervicales, sugestivas de VPH. Observaron: 21,82% de falsos positivos en
las biopsias cervicales. El genotipo de VPH que aparecio con mayor frecuencia fue el
11 (30,23%), observandose un predominio de bajo riesgo oncogénico (46,51%),
representado por el VPH-11y 13,95% de las de alto riesgo, representado por el tipo
16. En el 20% de las muestras observaron NIC; 9,09% NIC | y NIC 115,45%,
predominando ambos en los casos VPH negativos. EI NIC 11l representd 5,45% y
aparecio solo en casos positivos a VPH. La atipia coilocitica y la acantosis fueron
caracteristicas constantes en todas las muestras, por lo que se consideraron hallazgos
no especificos. 78,18% presentaron paraquetosis, siendo éste un hallazgo
predominante en las muestras positivas, 72,73% presentaron binucleacion y 69,09%
micropapilomatosis. Concluyeron que deben utilizarse criterios histopatol6gicos mas

especificos para el diagnostico de VPH, ya que no existen caracteristicas comunes
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presentes en todas las células infectadas por una cepa especifica que permitan

predecir el tipo viral presente en la muestra (27).

La investigacion realizada en la Maternidad “Concepcion Palacios sobre:
“Tipificacion del virus de papiloma humano y su correlacion en la transmision
perinatal”, en el cual se estudiaron 25 mujeres embarazadas con citologias sugestivas
de infeccion por VPH, realizdndose PCR a las madres y a los recién nacidos,
detectandose el VPH 6 en 60% de los casos, 18,8% otros tipos de VPH, 24% de los
PCR fueron negativos. El tipo 6 se identifico en 3 neonatos de 15 madres con el
mismo genotipo, lo que represento la transmision de este tipo viral en 20% vy el tipo
18 se identificd en un neonato, de 2 madres con el mismo tipo, identificandose una

transmision para el 18 de 50% (28).

En “Deteccion del Virus Papiloma Humano en pacientes jovenes, de la
Universidad Central de Venezuela”, trabajo cuyo objetivo fue determinar la presencia
y tipo de VPH en pacientes jévenes con diagnostico clinico e histopatoldgico de VPH
y/o neoplasia intraepitelial cervical mediante PCR e hibridacion. En 133 pacientes
femeninas con edad promedio de 25 afios (rango de 16-35 afios). El 50% de las
pacientes tuvieron dos o mas parejas sexuales. En ellas se detectd el genoma viral en
48,87% (65/133) de la poblacion estudiada. El analisis del tipo viral mostré que el
69,23% (45/65) presentd6 VPH de alto riesgo (AR), el 6,15% (4/65) correspondio a

VPH-BR. La asociacion entre la histopatologia y la presencia del virus demostré que
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el mayor porcentaje correspondié a lesiones de bajo grado (LIEbg) 75,38% (49/65);

24,62% (16/65) manifestd lesiones de alto grado (L1Eag)(29).

En el estudio sobre *“Correlacion clinica e histopatoldgica en lesiones
producidas por VPH en parejas”, donde la muestra fue de 50 parejas con lesiones
clinicas o hallazgos sugestivos de VPH, por citologias y biopsias; encontrandose que
las edades promedio fueron 32 afios para las mujeres y 36 para los hombres, el
promedio de parejas sexuales oscilé de 2 parejas para las mujeres y 5 para los
hombres. El uso de preservativos solo se observo en un 6% de las parejas. Otro
factor de riesgo investigado fue el habito tabaquico, observandose presente en 22% de
las mujeres y en 20% de los hombres de la muestra estudiada. En los resultados de
las biopsias se observo: cambios histopatoldgicos por VPH, en pene 99%, en vulva
98% y 68% en cuello uterino con 13% NICI, 8% NICII y 11% NICIII. Concluyendo
que el VPH debe ser diagnosticado en pareja para un mejor control del tratamiento y

seguimiento (30).

Otra investigacion donde se estudiaron 28 casos con diagnéstico de VPH por
colposcépia y/o PCR, utilizando para ello, criterios de inclusién como himen intacto,
ausencia de relaciones sexuales superficiales e hijos de madres portadoras del virus.
En dicho estudio observaron que el grupo etario predominante oscilé entre 13 a 17
afios (43,43%), 89,29% estuvo representado por el sexo femenino y 10,71% por el

masculino. Los hallazgos colposcépicos mas frecuentes fueron condilomas en vulva y
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meato uretral. Lesiones menores de 10 mm en meato uretral que representaron
35,71%; similarmente condilomas en vulva menores de 10 mm 21% de los casos.
Los serotipos mas frecuentes fueron el 11(32,14%) y 25% para el tipo 6. EIl motivo
de consulta mas significativo fue la leucorrea (39,29%) confirmandose a través de
este estudio la transmision por contacto indirecto(fomites) autoinoculacion y

transmision madre/feto (31).

En otra publicacién, estudiaron la asociacion entre neoplasia intraepitelial
cervical e infeccion por virus papiloma humano en 124 casos de pacientes con VPH
del 2001 al 2002, a través de estudios citoldgicos, colposcopicos y biopsia;
encontrandose que la citologia reportdé VPH en solo 26,61%, la atipia colposcopica
maés frecuente fue el epitelio aceto blanco en 42,74% (etapa subclinica). La biopsia
mostré NIC asociado a VPH 32,24%, evidenciaron VPH en 74% de los casos, el tipo
mas frecuente fue el de riesgo intermedio (41,12%). Los NIC estuvieron asociados a
VPH de riesgo intermedio y alto en 92,5% y 7,5% con los de bajo riesgo, por lo que
concluyeron que todos los tipos de VPH pueden asociarse a NIC, pero con menor

frecuencia a los de bajo riesgo (32).

El estudio sobre “Diagnéstico del virus papiloma humano en cuello uterino de
mujeres que acudieron a la consulta anual citoldgica”, realizaron la deteccion y
tipificacion de VPH por PCR en 58 mujeres asintomaticas en un centro asistencial

preventivo; reportaron que 20 de 58 casos fueron positivos por PCR al VPH lo que
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representd 34,5% en relacion a la citologia, donde solo se identificd 18,2% de casos
positivos al VPH, siendo los mas frecuentes los de riesgo intermedio tipo 45
(actualmente clasificado de alto riesgo) para infeccion por VPH, 42,9% fueron de
bajo riesgo los tipos 6 (38,1%) y los de alto riesgo con una frecuencia del 19%
identificandose en este grupo el genotipo 16. Ademas observaron que los factores
relacionados con la infeccion como: multiparidad, relaciones sexuales precoces,

promiscuidad, habitos tabaquicos, etc., no fueron estadisticamente significativos (33).

La investigacion titulada “Virus del papiloma humano en lesiones
intraepiteliales escamosas (LIE) de cuello uterino. Tipificacion y ultraestructura”,
como metodologia refirieron que tomaron muestras de cérvix a 56 pacientes de la
consulta de patologia del cuello uterino en un Ambulatorio del Edo. Aragua, para
estudiar PCR por biopsia fresca con buffer lisis, a fin de detectar y tipificar VPH.
Realizaron ademas biopsias dirigida para ser preparadas y observadas en microscopia
electrénico donde observaron los siguientes resultados: 69,3% de las muestras fueron
diagnosticadas como LIE de bajo grado por citologia y 30,7% eran LIE de alto grado,
23,2% de las muestras tuvieron resultados positivos de VPH por ADN viral y 76,7%
negativo para ADN del VPH, la tipificacion fue 6 y 11 en las lesiones de bajo riesgo
y el tipo 16 en lesiones de alto riesgo. Ultra-estructuralmente se observo en LIE
(AG) positivas al VPH, granulos de lipofuscina, figuras mielinicas, mitocondrias
alteradas, alteracion de la continuidad de la membrana nuclear de las células del

endotelio vascular y fibrina. En los LIE (AG) negativos para VPH se observo: figuras
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mielinicas, mitocondrias alteradas, alteracion de la membrana endotelial y presencia

de mastocitos(34).

En otra investigacion realizada en 100 pacientes a quienes les practico
citologias cervico-vaginales, Colposcopia, vulvoscopia y biopsia de las zonas con
lesiones macroscopicas y/o con cambios colposcépicos, concluyeron: La edad
promedio del grupo en estudio fue de 37 afios, la edad para el inicio de relaciones
sexuales fue de 17 afios, 31% de los pacientes eran fumadores, 36% presentaron
antecedentes de patologias cervicales asociadas, 66% se observo patologia vaginal
dada por VPH, 55% tuvieron patologia cervical asociada al virus y 61% presentaron
VPH en vulva, notandose un incremento de lesiones por VPH en vagina y vulva, en

relacion con otras investigaciones (35).

Un estudio realizado a 1648 informes citoldgicos en Los Teques, Edo.
Miranda, a trabajadoras sexuales y usuarios de los Servicios de Planificacion Familiar
en el 2007, cuyo objetivo fue el de comparar la prevalencia de lesiones intra
epiteliales escamosas y de infecciones en la citologia cervical en el cual se observo
que en las trabajadoras sexuales habia mayor prevalencia de Gardenella Vaginal,
seguido de Céandida y Tricomona Vaginal con un porcentaje de 51%, 5,6% y 5%
respectivamente y solo 2,2% para la infeccién por VPH, mientras que para las

usuarias fue de 35,9%); 8,6%; 3,3% y 0,5% respectivamente (36).
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Un trabajo donde se procesaron por PCR 70 muestras citologicas del area
genital, se detectaron 31 casos positivos a VPH, de ellas 29 casos fueron de bajo
riesgo tipos 11 y 6, un caso con infeccion mixta tipos 6 y 33 y otro de alto riesgo
tipos 18 y 33. Se concluyd que los resultados obtenidos ponen de manifiesto la

utilidad de la PCR para el diagnostico y tipificacion del VPH (37).

En el estudio deteccion y tipificacion del Virus Papiloma Humano (VPH),
mediante PCR-RFLP, el cual tuvo como objetivo estandarizar una técnica de PCR
para la deteccion y tipificacion del VPH en mujeres con diagndstico clinico previo del
virus. Fue un estudio descriptivo, de corte transversal, donde se procesaron 189
muestras en mujeres que acudieron para la extraccion de ADN en genitales para su
diagnostico y tipificacion por técnicas de PCR-RFLP, realizado en Mérida, Edo.
Meérida. Los resultados obtenidos fueron: en 16,8% de las muestras se identifico VPH
de alto riesgo tipos 16, 31 33, 35, 56,59 y 68; y 6,8% presentd VPH de riesgo
intermedio al tipo 51, 53, 58, 61 y 83. El 18% fue representado por los de bajo riesgo
6,11, 32, 54 y 81. Concluyéndose que la técnica de PCR —RFLP estandarizada fue
adecuada para el diagnostico y tipificacion del VPH. El 51,9% del total de las
muestras resultaron positivas al virus, siendo el tipo 16 el mas comuin 20% de los de

alto riesgo y el tipo 6 mas frecuente 23.8% de los de bajo riesgo (38).

Otra investigacion cuyo objetivo fue determinar cuéles fueron los tipos de

Virus Papiloma Humano encontrados en mujeres y hombres que asistieron a una
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consulta privada de ginecologia, en Valencia, Edo. Carabobo, donde se estudiaron
200 pacientes (175 mujeres y 25 hombres) con diagnostico de VPH por clinica,
colposcopia, citologia, biopsia y PCR, obteniéndose los siguientes resultados: edad
promedio de los pacientes oscil6 entre los 15 y 34 afios de edad. 77% de las pacientes
presentaron imagen colposcopica dominante acetoblanco, mientras que en el hombre
correspondid a lesiones verrugosas. La citologia cervical reportd VPH en solo 40%de
los casos, mientras la biopsia demostro cerca del 80%. EI PCR realizado en el 10% de
los casos fue negativo en mujeres y 12% en hombres. Los subtipos 6 y 11 fueron los
mas frecuentes de bajo riesgo y los mas comunes de alto riesgo fueron los tipo 16,31
y 33. En los pacientes masculinos el 64% correspondio a los tipos de bajo riesgo 6 y
el 11. Segun la autora la diferencia entre hombres y mujeres, en cuanto a los tipos

detectados hacen que aun no se comprenda en su totalidad la transmision sexual (39).

En el estudio realizado durante el periodo 2004 a 2009, a través de un registro
de 248 historias clinicas, de donde se tomaron 90 historias con diagndstico positivo
de infeccion por VPH (39,5%) predomind el grupo etario entre 21 y 30 afios (25,5%),
50% eran solteras , 45,9% de ocupacion de oficios del hogar. EI motivo de consulta
mas frecuente fue la presencia de lesiones (71%), el prurito represent6 el 10%. El
diagndstico clinico mas frecuente fue papulas verrugosas (47,8%), lesiones en labios
mayores represento el 40,7%. La biopsia fue confirmatoria en un 38% y el PCR 63%
de los casos; representandose el tipo 6 y 11 como los més frecuentes de bajo riesgo,

57 y 23% respectivamente y el tipo 16 se detect6 en el 5,3% de los casos. Ademas se
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hizo mencién al tratamiento utilizado el cual fue combinado en la mayoria de los

casos 20,4%; criocirugia represent6 17,3% y el &cido tricloroacético 16,3% (40).

Otra investigacion cuyo objetivo fue identificar la mutacion R50079X ubicada
en el exon 18 del gen RB1, en pacientes que tenian lesiones cervicales asociadas a
VPH, tomando una muestra de 72 mujeres, 36 sanas y 36 con infeccion por VPH, a
quienes se les realizé PCR por hisopado y cepillado, donde se obtuvo como resultado
identificacion de la mutacion R579X en el exon 18 del gen supresor de tumores RB1
en 30% de las muestras experimentales por lo que se concluyd que la mutacion
encontrada R579X en las muestras, conlleva a la formacién de una proteina truncada
no funcional y aunado a esto el VPH podria estar favoreciendo la inmortalizacion de

dicha célula que presenta la mutacion (41).

2.2. Enfoque epistémico

La postura epistémica del investigador y con él la posibilidad de autonomia
investigativa, delimitan y marcan de alguna manera toda la investigacion. En este
sentido, el presente estudio toma elementos del paradigma positivista clasico
entendiendo de esta forma la realidad circundante del investigador. Se fundamentd
ademas aspectos tedricos ampliamente estudiados tales como: bases microbioldgicas
del virus, biologia molecular, métodos para la deteccion del Virus Papiloma Humano,

histologia de piel y mucosa, citopatologia e histopatologia de los tejidos infectados
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por VPH, historia natural de la infeccion viral, inmunologia de la piel, terapéutica en
infecciones causadas por VPH, epidemiologia del virus y aspectos éticos y legales del

estudio en seres humanos.

2.2.1. Paradigma Positivista

Este paradigma denominado también cuantitativo, empirico-analitico,
racionalista, es el dominante en algunas comunidades cientificas. Haremos referencia
a él, ya que esta investigacion se basé en el positivismo, donde la escuela filoséfica
defiende determinados supuestos sobre la concepcién del mundo y del modo de
conocerlo. Utiliza la via hipotética deductiva como logica metodol6gica valida para

todas las ciencias.

El paradigma empirico-analitico explica, controla, predice en cuanto a su
relacion sujeto-objeto, tiene caracteristicas independiente o neutral libre de valores.
En cuanto a sus fundamentos, se refiere a un positivismo logico, su dimension es
racionalista, cuantitativa. Sus criterios de calidad toman en cuenta la validez,
objetividad y fiabilidad y sus técnicas e instrumentos son cuantitativos medibles
como test, cuestionarios, observacion sistematica, experimentacion, en lo que
respecta al andlisis de datos, utilizan la estadistica descriptiva e inferencial, el disefio

estructurado y la muestra por procedimientos (42).
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2.3.Fundamentostedricos en relacién al virus

2.3.1.VPH: Aspectos Microbiolégicosy Biologia M olecular

En la década de los 60, el Comité Internacional de Nomenclatura de los Virus
dividié a los papovavirus en dos generos: los papillomavirus y los polyomavirus, para
formar a la familia Papovaviridae, més tarde se incluy6é también a los virus SV40
(polyoma virus). La palabra papova se formo de las primeras letras de tres silabas pa

de papiloma pode polyoma y va de vacuolatingagent.

Los VPH son virus de DNA de doble cadena dispuesta en forma circular y
enrollada; el tamafio de estos virus es de 52 a 55 nandémetros en su diametro mayor,
tienen peso molecular aproximado de 5.3 x 10 daltones. Se acepta que la forma de los
VPH es icosaédrica, su capside estd conformada por 72 sub-unidades y carecen de
envoltura de lipidos; la replicacion de los VPH se realiza principalmente en el ndcleo
de las células con capacidad de proliferacion y diferenciacion, como son los epitelios

de la piel y mucosas (2).

La infeccidn, ocurre por contacto de epitelios estratificados pavimientosos con
el virus, generalmente cuando existen microabraciones producidas por traumatismos
en la mucosa, durante las relaciones sexuales, por lesiones en el cuello uterino,

vagina, en mucosa oral, anal o en piel, transfiriendo el virus al huésped queratinocito
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ubicandose en el estrato basal. Se desconoce porque ciertos tipos de VPH eligen
como blanco la piel y en otros casos la mucosa del tracto genital, la cual
frecuentemente se relacionan con VPH de alto riesgo y con lesiones oro-ano-genitales
por encontrarse displasias en ellos, que corresponden a cambios previos a la

neoplasia(9).

En cuanto a los aspectos relacionados con la biologia molecular, hasta la fecha
se han aislado y caracterizado méas de 100 tipos diferentes de VPH, basandose la
identidad de cada nuevo subtipo en la descripcion del ADN. Comparandolos con los
genotipos ya conocidos, con los que debe compartir menos del 50% de genomas
semejantes para caracterizarlos como un nuevo subtipo; por lo tanto la clasificacion
depende de la composicion del ADN. De estos tipos, treinta de ellos se han asociado
con lesiones del tracto anogenital. Los de bajo riesgo (6, 11, 40, 42, 43,44) asociados
frecuentemente con lesiones benignas tipo condilomas que raramente malignizan. Los
de alto riesgo (16, 18,31,33,35,39,45,51,52, 53, 56,58) se relacionan con neoplasias
intraepiteliales y cancer invasivo, se dice que 85% de todos los canceres del cuello

uterino, contienen secuencias del ADN viral de alto riesgo (2).

Otro aspecto a resaltar, es que el virus estd constituido por una cépside
proteica que contiene su ADN, al entrar en contacto con la célula inserta,el material
genético en ella, la invade y puede pasar a una de las dos fases conocidas como: fase

lisogénica y fase litica. Durante la primera, el virus permanece inactivo en la célula
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huésped y no la afecta, la misma continta funcionando de manera normal a pesar de
la invasion viral. En la fase litica, el virus se apodera de la célula huésped y la utiliza
para su reproduccion, por lo tanto el material genético del virus se apropia de las
funciones celulares controlando el proceso reproductivo en ellas. EI ADN viral
ordena a la célula huésped que elabore proteinas y copias de DNA viral. Las
proteinas de éste se integran en las cubiertas proteicas y asi el DNA es empaquetado
dentro de ellas, produciéndose mayor cantidad del virus en el interior del huésped. Al
concluir este proceso reproductivo la célula muere y los virus recién producidos salen

a infectar otras celulas (9).

La organizacion del genoma viral es similar en los diferentes tipos de VPH;
consta de 8000 pares de bases distribuidas en tres regiones:
1. La region de control (URR, LCR) se forma por 400 pares de bases, los

genes de esta region regulan la produccion de proteinas y particulas virales (2).

2. La regién temprana o early contiene genes virales que participan en la
replicacion viral, consta de varios segmentos en el genoma a los cuales se les ha
[lamado ORF (open readding frames); en esta region se distinguen seis segmentos
(El, E2, E4, E5, E6 y E7); la expresion de los genes en estos segmentos se ha
relacionado con eventos de la replicacion viral y en algunos serotipos con la

transformacion celular (2).



35

Los segmentos EI-E2 son necesarios para la replicacion del DNA extra
cromosomal; cuando se presentan regulan la expresion de E6-E7 inhibiéndolos. E4
codifica proteinas tempranas que se encuentran en el citoplasma celular afectando a
las citoqueratinas produciendo cambios coilociticos caracteristicos en el citoplasma.
E5 estd implicado con la transformacion celular en los papilomas virus en relacion
con la interferencia de la proteina E5 con los receptores para factores de crecimiento
epidermal alfa y beta, es decir, mejora el crecimiento epidérmico. Mientras que E6 y
E7 estan implicados en la transformacion maligna de los queratinocitos en el cancer

cervical (2).

3. La region tardia o late se forma por ORF representado por dos segmentos
L1 y L2; en ellos se encuentran genes que codifican proteinas estructurales que

forman la cépside viral para la produccién de nuevos virus (2).

Dos genes, P105Rb y p53, regulan la division celular normal, el primero
produce los factores de transcripcion necesarios para el avance a través del ciclo
celular lo cual denota que P105Rb impide que la célula se divida hasta que haya

aislado suficientes proteinas para su division celular (9).

La E2F es una proteina importante que produce P105Rb que lo convierte en
un gen/proteina supresor de tumores. Cuando el VPH infecta una célula, el gen E7 se

fija a Rb de tal modo que Rb libera a E2F y otras proteinas, lo cual constituye una
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sefial para que el ciclo celular avance, mientras E7 permanezca fijo a Rb este ciclo
continuard causando una reproduccion celular incontrolada lo que caracteriza a una

célula maligna (9).

El p53 es otra proteina a quien el VPH ataca, quién actua en respuesta al ADN
dafado, cuando se lesiona el mismo, se detiene la division celular para corregir el
dafo, de no ser posible la reparacion entonces ocurre la apoptosis (muerte celular
programada) garantizandose asi, que la célula lesionada muera y no se reproduzca.
Se observa que en las células cancerosas a menudo el p53 aparece disfuncional,
favoreciendo con ello a que las células con ADN alterado sigan reproduciéndose, en
vez de ser destruidas. La proteina E6 puede fijarse al p53 e inactivarlo esto permite
que el virus se apropie de la célula y se reproduzca; originando asi un p53 inhibido

por efecto viral, no permitiendo realizar su funcion (9).

El virus es estable en el medio ambiente, resiste la desecacion, congelacion,

inactivacion con éter, formalina, detergente, acidos débiles y temperaturas a 55°C(2).

2.3.2.M étodos moleculares par a la detecciéon del Virus Papiloma Humano

La deteccion del VPH se ha ejecutado tradicionalmente a través de la

observacion de las caracteristicas microscopicas de las células infectadas por el virus,

sin embargo, esta técnica diagndstica no permite detectar la fase latente de la
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infeccion y menos aun identificar el tipo infectante, siendo dificil predecir el riesgo al
que esta expuesto el paciente. Las técnicas de biologia molecular se estan utilizando
cada vez mas para la identificacion y tipificacion del VPH. La reaccion de la cadena
polimerasa (PCR), es una de las técnicas mas sensibles de la biologia molecular, y

consiste en la amplificacion genica del ADN viral, para la tipificacion del VPH (43).

Existen otros métodos basados en la biologia molecular para detectar el VPH:
DotBlot, SouthernBlot, hibridacion in situ, captura de hibridos y reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR). Se describen a continuacion los tres altimos ya que los dos

primeros no se utilizan actualmente.

Hibridacionin situ

Puede practicarse sobre extensiones citologicas o cortes tisulares. Las
secuencias de ADN conocidas corresponden a secuencias comunes de los virus de
alto riesgo. El procedimiento a grandes rasgos, es el siguiente:

1) Se procede a la separacion de las cadenas de ADN objeto de estudio

mediante el calentamiento de la muestra.

2) Se incuba con el ADN conocido, marcado de alguna forma.

3) Se enfria la muestra.
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4) Si el ADN objeto de estudio reconoce al ADN conocido quedara fijado

en la muestra, y los distintos métodos de revelado utilizados podran identificarlo.

El resultado es similar al de la inmunohistoquimica y permite localizar la
situacion de las células positivas. Ofrece dos tipos de imagenes, una en mancha y otra
<<granular>>. La primera de ellas estaria relacionada con la situacion
<<episomal>>del virus y la segunda, con la integracion. Este tipo de positividad

podria tener valor pronostico. Este método es muy especifico, pero poco sensible (9).

Captura de Hibridos
Este método utiliza muestras de células en suspension. El concepto basico es
similar al de la hibridacion in situ pero utilizando ARN en vez de ADN. No es

posible emplear tejido para la deteccion de VPH mediante este método.

Se trata de un método muy sensible, pero tiene un porcentaje de falsos
positivos. El resultado que da el método es positividad o negatividad para virus de
alto riesgo y, ademas, determina la carga viral, es decir, la cantidad de virus de una

muestra determinada. Este método estd aprobado por la FDA (9).

Hibrido de Captura 1l
La captura hibrida utiliza dos sondas, una para VPH de alto riesgo que incluye

trece (13) tipos de VPH (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68), y otra para
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el grupo de VPH de bajo riesgo que incluye cinco (5) tipos (6, 11, 42, 43, 44).
Habitualmente en la practica se utiliza la sonda para VPH de alto riesgo. Este método

constituye la prueba de biologia molecular més aceptada por la FDA (9).

Reaccién en Cadena Polimerasa (PCR)

Utiliza cualquier tipo de muestra, células en suspension o cortes histologicos.
La base del método es similar a la explicada para la hibridacion in situ. Se procede a
la separacion del ADN objeto de estudio y se amplifica un nimero determinado de
veces de forma que es mucho mas facil detectar el ADN objeto de estudio porque

existen muchas mas copias (9).

En general, se utilizan los llamados <<primers o cebadores de consenso>>
entre los cuales los mas empleados son PGMY09/11, GP5+/GP6+ y SPF10 para la
deteccion y presencia de VPH en una muestra determinada, lo que constituye su
principal ventaja. Se practica una segunda PCR utilizando enzimas de restriccion de
haber dado positivo el resultado para la identificacion del virus y de este modo
poderlo tipificar. Empleando ambas PCR, se consiguen altas sensibilidades y
especificidades. Esta técnica requiere de laboratorio y personal especializado,
evitando la contaminacion cruzada responsable de falsos diagndsticos (9). Dicho

metodo esté descrito en el Capitulo I11.
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2.3.3.Histologia de piel y mucosas

La epidermis estd constituida histolégicamente por epitelio plano
estratificado, donde se identifican cuatro estratos celulares bien definidos: basal,

espinoso, granuloso y corneo.

Estrato Basal: llamado también estrato germinativo, por la presencia en €l de
células con gran actividad mitdtica, células madres (StemCells) las cuales dan origen
a los queratinocitos. Estrato representado por una sola hilera de células que contienen
ademas, de las anteriores a los melanocitos, (célula dendritica productora de
melanina), células de langerhans que son presentadoras de antigenos y con
prolongaciones citoplasmaticas, células de merkel que representan células
epidérmicas modificadas que intervienen en la percepcion cutanea y carecen de
prolongaciones citoplasmaticas. Los queratinocitos se caracterizan por la
particularidad de migrar a medida que maduran en los diferentes estratos de estos
epitelios, para asi producir queratina. Dicho estrato descansa y guarda relacién con la

membrana basal (10).

Estrato Espinoso: denominado también capa espinocitica, por su aspecto
celular en forma de espinas, debido a las prolongaciones citoplasmaticas que
presenta, ellas representan los queratinocitos que migran del estrato basal,

observandose aqui con mayor tamafio y constituido por varias hileras de células.
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Estrato Granuloso: Representa la capa mas superficial de los epitelios no
queratinizados, conformada también por dos a tres hileras celulares de queratinocitos
en su espesor, caracterizandose las mismas por la presencia de granulos de
queratohialina, que tifien intensamente basofilo dicho estrato, permitiendo asi,

identificarlo con cierta facilidad en los cortes histologicos.

Estrato Corneo: es la capa mas superficial de los epitelios queratinizados
como la piel y mucosa masticatoria. Constituida por céelulas escamosas o planas
anucleadas que pierden sus organelas citoplasmaticas llenandose de filamentos de
queratina. Representan los queratinocitos maduros por diferenciacion celular y una
forma especializada de apoptosis (muerte celular) por la descamacion de células. Se
habla de un estrato lcido restringido a la piel gruesa ubicado como una variable de

este mismo estrato(10).

Los Queratinocitos: constituye la poblacion celular intrinseca permanente del
epitelio estratificado escamoso. Constituyen las células mas abundantes, varian su
morfologia de acuerdo al estrato que ocupen, observandose de forma cubica en el
estrato basal, forma poligonal con discretas prolongaciones a manera de espinas en el
espinoso, y aplanadas en el estrato granuloso. Desde el punto de vista ultra
estructural presentan organelas citoplasmaticas: Ribosomas libres, Reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), por su actividad metabdlica en la sintesis de proteinas,

mitocondrias, aparato de Golgi, tonofilamentos mas abundantes en el estrato espinoso
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y granuloso; granulos de queratohialina y cuerpos de Odland o cuerpos laminares que
vierten su secrecion por exocitocis al espacio intercelular entre el estrato granuloso y
corneo; conformando ese material una barrera impermeable al agua en los epitelios

queratinizados(10).

Se ha observado por técnicas de inmunocitoquimica receptores de adhesion de
la superficie celular, denominadas integrinas, observandose principalmente en las
células basales del epitelio, constituidas por Glicoproteinas transmembranosas que se
encargan de enlazar por una parte al citoesqueleto celular y por otra, la matriz
extracelular.  Ellas desempefian un papel importante en la migracion y en

consecuencia en la organizacion espacial de ellas en el epitelio.

Los mismos autores describen una poblacién celular extrinseca permanente
constituida por los melanocitos que derivan del ectodermo de la cresta neural,
productores de melanina. Células de langerhans de origen mensenquimatico que son
células presentadores de antigenos a los linfocitos T, con prolongaciones dendriticas
al igual que los melanocitos; siendo visibles en el estrato espinoso por técnicas de
inmunohistoquimica con marcadores antigénicos incorporados desde la membrana al
interior de la célula, para su procesamiento. Son células ampliamente distribuidas en
los diferentes estratos por lo que se consideran una poblacion celular circulante. Por
ultimo las células de Merkel localizadas en el estrato basal, carecen de

prolongaciones citoplasmaticas son de aspecto claro con granulos densos en su
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interior y funcionalmente representan células sensoriales adaptadas a la percepcion de

la presion(44).

2.3.4.Citopatologia e Histopatologia de los tgidos infectados por VPH

En el diagnostico histocitopatologico de infeccion por VPH, se utilizan dos
métodos diagndsticos de rutina: citologia exfoliativacervico-vaginal y la biopsia
dirigida. Entre los hallazgos histopatologicos caracteristicos compatibles con este
tipo de infeccion se citan: hiperplasia epitelial, papilomatosis con hiperqueratosis,
paraqueratosis (hipertrofia del estrato corneo), ademas se acomparian de cambios
especificos celulares denominados coilocitosis, termino referido a los trastornos
observados por incremento del volumen en el queratinocito con imagen de cavitacion
intracitoplasmatica, siendo visible vacuolizacion del citoplasma alrededor del nucleo,

observandose como un espacio blanco intracitoplasmatico(45).

Las células muestran alteracion de la relacion nuacleo citoplasma,
hipercromasia, aspecto borroso de la cromatina, displasia leve o moderada (9). Se
puede observar ademas, acantosis expresada por el aumento del espesor del epitelio
estratificado escamoso, debido a la proliferacion celular del estrato espinoso. El
nacleo se observa con modificaciones tales como pleomorfismo, plegamientos de la
membrana nuclear, hipercromatismo nuclear, opacidad en la cromatina, binucleacion

y atipias nucleares (45).
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En las citologias cervico-vaginal se pueden observar cambios en las células
normales, pudiéndose asociar dichos cambios con infeccion por VPH y con lesiones
escamosas intraepiteliales (LEI) o neoplasicas intracervicales (NIC). Las LEI pueden
ser de bajo grado (LElI BG) y usualmente no progresan hacia la invasion
intraepitelial y pueden regresar espontaneamente, pertenecientes a esta clasificacion
el VPH y NICI. Los LEI de alto grado (LEI AG), usualmente evolucionan en alto
porcentaje a carcinoma invasor, si no es tratado, perteneciendo a esta clasificacion los

NIC 11'y NIC 111 (46).

En los frotis cervico-vaginales se presentan alteraciones citoldgicas propias
del VPH conocidas como atipias coilociticas producidas por los cambios virales,
descritos como coilocitosis y posteriormente como coilocitosis atipica. La apariencia
de “citoplasma vacio” (del griego koylos) es el resultado de la disrupcion de la matriz
queratinica del citoplasma producida por la proteina viral E4. Se conoce también
como efecto citopético del virus y se expresa como una vacuolizacion peri nuclear en
contraste con el citoplasma periférico, méas denso y coloreado irregularmente. Los
nucleos exhiben incremento de su tamafio, ondulacion de sus membranas y la
cromatina se dispone de una manera peculiar similar a la de una cuerda. Puede verse
mas de un nucleo (binucleacién). Es importante que las alteraciones nucleares
acompafien los cambios citoplasmaticos para poder atribuirlo a la infeccion por VPH,
ya que puede haber otras causas que cursen con citoplasma claro como resultado de la

acumulacion de glucogeno (47).
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En la practica se consideran como alteraciones propias de la infeccion por
VPH observadas en células epiteliales del exocervix los siguientes signos:
coilocitosis, alteraciones nucleares (binucleacion y membrana nuclear plegada),
disqueratosis (queratinizacion citoplasmatica a niveles no superficiales) y exocitosis
(presencia de polimorfonuclares neutrdfilos entre las células del epitelio
estratificado). Puede verse mitosis, pero nunca son atipicas en el estrato basal. Estos
cambios pueden cursar con cierto grado de inflamacion y proliferacion capilar en el

estroma cervical (subepitelial) (47).

Refieren ademas que la metaplasia escamosa inmadura atipica, se caracteriza
por agrupamiento desordenado de los ndcleos, pérdida de la polaridad y atipia celular
con incremento de la relacion N/C, alteraciones en buena parte vinculadas al VPH del
40 al 70% de los casos y deben distinguirse de la displasia y de la atipia reactiva. La
metaplasia papilar inmadura, constituye una entidad rara que puede afectar
extensamente al endocervix. La mayoria de los casos estan vinculados a una
infeccion por VPH tipo 6/11. El rasgo histopatoldgico principal consiste en una

proliferacion celular escamosa con elevacion de la relacion N/C(47).

2.3.5.Historia natural delainfeccién viral

Los virus se consideran parasitos intracelulares estrictos, cuyo elemento viral

mas importante es el genoma, que puede estar constituido por DNA 6 RNA
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dependiendo del tipo de virus. Basicamente tienen un ciclo de vida representada por
dos fases; una extracelular donde se conoce como virion donde la informacion
genética se cubre de una capa proteica. La funcion de éste es la de transmitir la
informacidn genética a una célula susceptible. En la fase intracelular el virus no
presenta la capside proteica, esta fase puede durar dias o afios, cuando ella se

prolonga por afios se conoce como latencia viral(48).

Es importante denotar que la capside de algunos virus esta envuelta por una
cubierta protectora que no resiste la desecacion, lo cual constituye un aspecto
importante en la infectividad del virus, ejemplo de ello lo representa los retrovirus y
el herpes. Los viriones que no presentan estas envolturas protectoras se conocen
como desnudos Y tienen la particularidad de permanecer infectantes por periodos

prolongados después de la desecacion tal es el caso del VPH.

Se estima que del 30 al 50% de la poblacidn sexualmente activa, presenta
infeccion por VPH de forma asintomatica y el 25% puede presentar manifestaciones

clinicas (48).

La infeccidn viral se presenta en tres etapas:
1. Etapa Clinica: es aquella en la cual la infeccién se manifiesta con
expresion activa del virus, es decir, que cursa con signos y sintomas y es

diagnosticable a simple vista, tal es el caso del condiloma acuminado o verrugas
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genitales, las cuales se observan como neoformaciones exofiticas, generalmente
multiples y confluentes con proyecciones filiformes Opapilomatosas de textura
suave, que pueden medir de 0.2 a 1 cms, pueden proliferar rapidamente
adquiriendo el aspecto de coliflor (7, 42). Se localizan habitualmente en el area
genital a nivel de vulva, vagina, cervix, periné, ano y pene. En el cuello uterino se
presentan en forma de lesiones planas generalmente por el tipo 16 y 18 (49).La
infeccion clinica se asocia con prurito vulvar, leucorreas tipo bacterianas,
candidiasis, tricomoniasis, clamidias entre otras (48). Las lesiones en esta etapa
clinica son causadas generalmente, por VPH de bajo riesgo oncogénico 6 y

11(50).

2. Lainfeccion en Etapa Subclinica: es aquélla en la cual la enfermedad
se presenta con expresion minima, asintomatica y se puede diagnosticar en la
mujer por colposcopia o peneoscopia en el hombre y por la presencia de lesiones

blancas, planas, acéto positivas (epitelio blanco) (7, 48).

3. Infeccidn en Etapa Latente: no estd asociada a cambios morfoldgicos
visibles en el epitelio escamoso y solo puede ser detectada por técnicas de
biologia molecular como hibridizacion in situ y PCR (7).En esta etapa la carga
viral es tan baja que los pacientes no contagian la enfermedad y no presentan
riesgo de desarrollar cancer(51). Asimismo, otros autores sefialan a esta etapa de

la infeccion, como la invasion del mismo en el huésped, donde el virus no se
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replica y permanece en el nucleo en forma circular como episoma, a esta fase se
le conoce como etapa latente, en ella no se observan efectos citopaticos
caracteristicos y el virus solo puede identificarse empleando métodos

moleculares(33).

Otros definen latencia viral como aquella infeccion persistente donde hay
sintesis limitada de macromoléculas viricas, pero no hay sintesis viral (52).EIl papel
patogénico de la infeccion latente continua generando discusion, ya que la carga viral
en el nucleo del queratinocito basal es tan poca y por ende no replicativa, por lo que
carece de significacion biologica. Para que pueda existir replicacion o expresion
geénica tardia que codifique proteinas de la capside, es necesaria la diferenciacion del
queratinocito del estrato espinoso. Se dice que el receptor para el VPH puede ser la
integrina a-6-b-4, que representa una molécula de adhesion presente en la superficie
de los queratinocitos basales y que ayuda a la migracién celular, una vez diferenciada

la célula, facilitando la infeccion a través de viriones (48).

La infeccion en fase de latencia es una etapa tedrica de la enfermedad,
observado a través de estudios donde se vigilo esta etapa por mas de 10 afios,
observando que los pacientes no transmitieron la enfermedad, ni presentaron lesiones
colposcépicas visibles, ni por Papanicolaou (53). En los principios de virologia las
infecciones latentes pueden caracterizarse por cuatro propiedades generales: la célula

infectada no se replica o el genoma viral se replica en conjuncién o en conjunto con
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la réplica del ADN de la célula huésped, puesto que el ciclo celular no se interrumpe;
la inmuno-deteccién de celulas memorias del genoma latente se reduce o elimina en
la expresion de los genes virales en el ciclo reproductivo donde esta ausente o es
ineficiente. En el genoma viral persiste intacto en si mismo, por algun tiempo
prolongado, la infecciébn aguda productiva puede iniciarse para asegurar la

proliferacion de su progenie a un nuevo huésped(54).

Si la etapa de latencia tiene algin valor como estrategia de supervivencia, el
virus latente debe tener algin mecanismo para reactivarse, de modo que pueda
separarse e invadir o migrar hacia otros huéspedes. La reactivacion sigue
generalmente a un trauma, stress, lesion u otras injurias, condiciones que pueden

marcar al huésped, en lo relacionado a la latencia viral(54).

La infeccion latente no produce cambios detectables ni clinica ni
microscopicamente, los tejidos son de apariencia normal, las técnicas de biologia
moleculares detectan secuencias de ADN del VPH en muestras del tejido. Vale la
pena destacar la historia natural de esta infeccion y el papel importante que juega el
sistema inmunoldgico del paciente en cuanto a la progresion o no de la infeccion,
donde en la mayoria de los casos existe una resoluciéon espontanea de las lesiones
clinicas producidas por VPH por destruccién de las células infectadas por el virus,
mientras un 30% d los casos presentan infeccion persistente y los cambios celulares

se hacen progresivos por una franca evasion que hace el sistema inmune celular (2).
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2.3.6. Inmunologia de Piel y M ucosas

Hoy se sabe que la piel y mucosas poseen mecanismos propios de respuestas
que constituyen un sistema inmunitario dindmico y eficaz en la defensa del

hospedador; conformado por elementos celulares y humorales (55).

La inmunidad durante la infeccion por VPH esta mediada principalmente por
células, como mecanismo para enfrentar o rechazar al VPH. En condiciones
patoldgicas las verrugas exhiben un comportamiento mas florido y a veces agresivo
ante el deterioro de este tipo de inmunidad. Entre los cambios histoldgicos
observados se mencionan: infiltrado linfocitario y fagocitario; incluyendo linfocitos T
cooperadores y supresores, ademas de células de langerhans, como reflejo de la
actividad de la respuesta inmune en contra del VPH. La inmunidad humoral parece
tener cierta participacion, pero de menor trascendencia, en algunos pacientes con
enfermedad activa o con historia de recurrencia viral, presentan anticuerpos contra la

capside viral (48).

El sistema inmunitario cutaneo (SIC) esta4 constituido basicamente por las
células de langerhans (CL), los queratinocitos en la epidermis, las células dendriticas
dérmicas, los fibroblastos, vasos linfaticos regionales y la unidad dérmica
perivascular (UDP) en la dermis. En el SIC existe un predominio de respuestas

celulares mediada por los linfocitos, T, cuya funcion es la de establecer la interaccion
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entre el ambiente epidérmico y los ganglios linfaticos regionales a fin de inducir
respuestas de resistencia o tolerancia. Las células presentadoras de antigenos entre
los cuales se encuentran las celulas de Langerhans con sus granulos de Birbeck,
vistos ultra estructuralmente en microscopia electronica, representantes de la
epidermis, la cual tiene como funcion en su etapa de actividad captar y procesar

antigenos hacia los ganglios linfaticos regionales (55).

Las células dendriticas dérmicas son también presentadoras de antigenos
vistas en mayor proporcion en la dermis. Los queratinocitos que son células
epidérmicas producen citocinas cuando son activados de manera inespecifica y son
capaces de fagocitar y presentar antigenos. La unidad dérmica perivascular
configurada por células endoteliales, células dendriticas dermicas, macrofagos,
mastocitos y linfocitos T. Estos elementos interactian al producirse un dafio en la
piel para producir la respuesta inmunitaria caracterizada por un infiltrado

inflamatorio (55).

Para la respuesta inmunitaria cutanea, ante la presencia de un estimulo
especifico, se activan tanto las células de langerhans como los queratinocitos, ambos
pueden liberar citocinas y quimiosinas que generan sefiales de reclutamiento y
activando linfocitos T hacia el sitio de la lesién o injuria, produciendo el infiltrado

inflamatorio (55).
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En la mayoria de los casos, el sistema inmunitario del paciente limita los
cambios progresivos, destruyendo las células infectadas por el VPH, lo cual se
conoce como regresion espontanea de las lesiones. Se piensa que la respuesta inmune

celular puede eliminar a las células afectadas por el virus (2).

2.3.7. Terapéutica en infecciones causadas por VPH

El manejo de las lesiones causadas por VPH, ha sido inespecifico desde un
principio, por no contar con un antiviral especifico o una vacuna para todos los casos
de infecciones por VPH. Sin embargo, actualmente con los conocimientos que hay
sobre el virus y la respuesta inmune del paciente, los tratamientos actuales han
logrado ciertos objetivos entre ellos:

e Ser especificos y atacar al agente causal.

e Factibilidad en su aplicacion en cualquier tipo de infeccién por VPH.

e Que estimule la respuesta inmune en el paciente (2).

Mientras no se cuente con una terapéutica ideal, se justifica continuar con los
tratamientos quirdrgicos y topicos, los cuales se deben combinar para mejorar los
resultados, ya que la experiencia ha demostrado que usando los métodos aisladamente

en este tipo de lesiones se ha observado que los pacientes presentan cerca del 50% de
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recurrencia. Cada método terapéutico debe adaptarse a cada situacion. Se describiran
a continuacion algunos métodos terapéuticos:

1) Tratamientos topicos. los topicos que tienen efecto terapéutico contra
el VPH han soportado el paso del tiempo, el acido tricloroacético al 50- 80%, el 5
fluorouracilo, la podofilina y sus derivados, acido acético concentrado (50-100%).
Los mismos presentan desventajas como toxicidad, reacciones adversas, quemaduras
quimicas, intolerancia del paciente, esquemas de aplicacion y tiempo de exposicion a
dosis prolongadas. Su efecto en infecciones latentes se desconoce. Otro método
topico a mencionar considerado ideal para las lesiones por el virus es el acido acético
concentrado al 100%, el cual inactiva al virus en la superficie de los epitelios; dicha
inactivacion se realiza principalmente por su PH acido que causa un efecto citotoxico
en las células, ya que disminuye el PH intracelular. Este acido tiene gran poder de
penetracion en los tejidos, lo que constituye una ventaja para su uso, asi mismo no es
toxico a dosis recomendadas y es activamente metabolizado por enzimas que se
encuentran en los tejidos. Se recomienda su utilizacion asociados a métodos
quirargicos. Como desventaja podrian observarse quemaduras quimicas, sin embargo
las mismas se neutralizan rapidamente con lavado de la zona con agua. Por lo que se

considera el uso del acido acético concentrado como el topico ideal (2).

Existen algunas vacunas tanto profilacticas como terapéuticas, aiun en fase

experimental contra el Virus Papiloma Humano, disponibles actualmente.
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Vacuna Profiléctica Bivalente (Cervarix, GlaxoSmithKline): la vacuna
estd compuesta por particulas similares al virus (Virus Likeparticles o
VLP tipo L1) de la capside de los tipos 16 y 18. La inmunogenicidad, la
seguridad y eficacia de la vacuna en la de prevencién de la infeccién
transitoria y persistente por los dos tipos incluidos en la vacuna y en la
prevencion de lesiones cervicales fue evaluada por diversos ensayos
clinicos. La pauta de vacunacion es de tres dosis de 0.5 ML por via
intramuscular en esquema de | dosis, Il dosis al mes de la | dosisy la Ill a

los 6 meses de haber realizado la segunda.

Vacuna Profilactica Tetravalente (Gardasil, Sanofi Pasteur MSD): esta
vacuna incorpora los tipos 6 y 11 asociados a condilomas o verrugas
genitales considerados de bajo riesgo y ademés a los tipos 16 y 18,
compuesta por VLP (Virus-Likeparticles) de la proteina L1 de la capsula
de los cuatro tipos de VPH y su inmunogenidad y eficacia también fue
verificada por diferentes ensayos clinicos. La pauta de vacunacion es de
tres dosis de 0.5ML por via intramuscular con un esquema: | dosis, Il
dosis con intervalo de un mes de la primera dosis y la Il dosis a los 6

meses de la segunda (9).
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El desarrollo de las vacunas profilacticas para prevenir las infecciones por
VPH representd un gran avance al descubrirse particulares similares al virus VLP,
tipo L1 purificadas, una proteina estructural del VPH, que se utiliza como antigeno,
que son inmunogénos y producen sintesis de anticuerpos neutralizantes. No

contienen material genético, por lo que no pueden causar infeccion en el huésped(56).

2.3.8.Epidemiologia del Virus

Uno de los descubrimientos mas importantes en la investigacion etioldgica del
cancer estos ultimos veinticinco afios, ha sido la demostracion de que el cancer de
cuello uterino es causado por el Virus Papiloma Humano (VPH), la evidencia
cientifica acumulada a partir de los estudios viroldgicos, moleculares, clinicos y
epidemioldgicos ha permitido demostrar y describir de forma inequivoca que el
cancer de cuello Gterino es en realidad una secuela a largo plazo, de una infeccion
persistente por ciertos genotipos de VPH, el cual es de transmision primordialmente

sexual (9).

Hay autores que aseveran que el VPH es resistente a la inactivacion y por
ende se puede transmitir a través de fomite, como superficies encimeras o muebles,
pisos de bafo, ropa intima, toallas, entre otros. La difusion asintomatica puede

facilitar la transmision. La infeccion se puede adquirir: a) Por contacto directo a
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través de pequefias laceraciones en piel y mucosa genital durante relaciones sexuales,

y mediante el paso del feto por el canal del parto o vagina infectada (52).

Estudios epidemioldgicos indican que la infeccidn genital causada por VPH es
actualmente la infeccion de transmision sexual mas comun. EIl incremento de la
prevalencia de esta infeccion se debe en gran parte a la conducta sexual y a la falta

del diagnostico oportuno y tratamiento especifico (2).

Existen datos epidemioldgicos contradictorios acerca de la historia natural de
estas infecciones, algunos aseguran que la infeccion es transitoria y que solo 15% de
los casos continda con la infeccion asociada a los cambios premalignos o malignos
del epitelio. Mientras que otros indican que la infeccion entra en un largo periodo de
latencia, 30% de los afectados pueden presentar cambios a nivel de los epitelios con
caracter progresivo de lesiones benignas hacia lesiones premalignas como la
neoplasia intraepitelial de los genitales en los primeros 10 afios y posteriormente

progresar al cancer genital, principalmente a nivel del cuello uterino (2).

Los tipos de VPH 16 y 18 se han asociados con mayor frecuencia a lesiones
localizadas en el cuello uterino, por su persistencia generan alteraciones citologicas
caracteristicas y de curso silente. También se ha observado que en pacientes
inmunodeprimidos es mayor la prevalencia de las neoplasias intraepiteliales y el

cancer cervicouterino producidos por estos genotipos virales (2).
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Las verrugas genitales o condilomas son causados por los tipos de bajo riesgo:
6 y 11; mientras que en estudios de pacientes con cancer cervical se detecto que el
VPH estuvo involucrado en el 95% de los casos, el tipo 16 correspondié al 50%; el

18 al 12% vy el tipo 31 al 5%(2).

En Venezuela para el 2007, se notificd en el Anuario de Mortalidad, 1552
defunciones por esta patologia y las estimaciones del Registro Central de Cancer,
cuantifican en 3720 los diagnosticos de cancer invasivo de cuello uterino para el
2008. Es evidente que las cifras absolutas de mortalidad muestran un aumento
continuo al pasar de 810 defunciones en 1980 a 1552 en el 2007; observandose que se
ha duplicado el nimero de defunciones en ese periodo. En Venezuela este cancer de
cuello uterino constituye la primera causa de muerte por cancer en la mujer y ocupa el

cuarto lugar dentro de las causas de mortalidad por enfermedades especificas (56).

Entre los principales factores de riesgo que se ha observado en nuestro pais
para contraer el cancer de cuello uterino, originado por este virus, esta el inicio
precoz de relaciones sexuales, teniendo en cuenta que el 30% de nuestras
adolescentes inician su actividad sexual entre los 12 y 14 afios. Otro factor es el
comportamiento sexual en cuanto al hecho de tener mas de 2 parejas sexualmente

activas con una relacion minima de tres meses (56).
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Este virus de VPH representa en nuestro pais, un problema de salud publica
con una incidencia de 25,54% seguido por el cancer de mama 16,42% y el Cancer de
colon y recto 7,03%; detectdndose cada afio 3000 casos nuevos en mujeres con
edades comprendidas entre 25 y 64 afios, constituyéndose esta afeccion la primera

causa de muerte oncologica en la mujer venezolana (57).

En Estados Unidos existe aproximadamente 20 millones de individuos
infectados por este virus y cada afio se registran 5.5 millones de nuevos casos. El
mismo aparece en el 99.7% de las neoplasias cervicales siendo los tipos: 16, 18, 31,
45 los implicados en el carcinoma cervical, siendo esta la segunda causa de muerte

por cancer en mujeres (52).

2.4.Aspectos Eticos y Legales de la Investigacion sobre e VPH en seres
humanos.

La Bioética ha orientado el sentido de imponer limites en el campo de la
investigacion cientifica aplicada a la vida, con el fin de salvaguardar la persona
humana; realidad reflejada en el debate actual sobre el consentimiento informado y la
necesidad de investigar en la practica médica con el objetivo de prevenir y controlar
abusos con la investigacion bio-médica, elaborandose diferentes documentos tales
como: Cbdigo de Nuremberg (1946), Cddigo y Declaracién de Helsinski (1964),

Cadigo de Tokio (1975), el Informe Belmonte (1979) entre otros (58).
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La investigacion clinica se realiza tanto con seres humanos sanos como
enfermos por lo tanto, la nueva ética del ensayo clinico se estructura bajo tres
criterios: autonomia (consentimiento informado del paciente), beneficencia (relacion

riesgo/beneficio) y justicia (seleccion equitativa de los sujetos sometidos al ensayo).

Desde la perspectiva ética, la experimentacion cientifica en seres humanos

estd obligada a cumplir los siguientes requisitos:

a) ldoneidad cientifica de los investigadores; en consecuencia, conocimiento

del método cientifico.

b) Certeza de la inocuidad de las sustancias o técnicas probadas.

¢) Conocimiento riguroso del estado de salud o enfermedad de quienes se

presten voluntariamente a la experiencia.

d) Consentimiento informado por parte de cada voluntario, que debe saber
claramente lo que se desea obtener con el farmaco o la técnica, y los actuales y

remotos peligros que podria acarrear.

e) Libertad de la persona para retirarse de la experimentacion en cualquier

momento si asi lo desea.

f) Suspension inmediata de la experimentacion si aparecen dafios en la salud

atribuibles al farmaco ¢ a la técnica nueva empleada.
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g) Certeza de la salud mental de los candidatos.

h) Aprobacion del proyecto por una comision de ética de la universidad o de

alguna institucién cientifica de reconocido prestigio(59).

Todos estos requisitos fueron cumplidos durante la realizacion del proyecto de
investigacion sobre la infeccidn por virus papiloma humano, asi como en el desarrollo

de la misma.

En lo concerniente al consentimiento informado constituye un prerrequisito
para participar en una investigacion. Este deriva del principio de respeto a las
personas, enunciado en el Cdédigo de Nuremberg. Para que haya consentimiento
deben estar presentes cuatro elementos: informacion, capacidad para consentir y
voluntariedad (59).El consentimiento informado significa que el individuo evaluado o
encuestado esta de acuerdo y en conocimiento sobre la informacion, asi como con
quien se va a compartir y para qué fines, lo que permite comunicar la informacion
suministrada (60). El consentimiento informado realizado a las pacientes de la

muestra considerd todos estos aspectos.

En cuanto a las normativas legales en el campo de la investigacion, los

sistemas juridicos en los paises latinoamericanos cuentan en su mayoria, con un nivel
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constitucional donde se reconoce la dignidad humana y el derecho a la salud, lo cual

resulta importante por ser la constitucion la norma suprema del sistema juridico.

Venezuela cuenta con comités de ética, por lo cual en la situacién actual los
sistemas juridicos contemplan ciertos articulos de la Constitucion Bolivariana de la

Republica de Venezuela, que a continuacion se mencionan:

Articulo 46. Toda persona tiene derecho a que se
respete su integridad fisica, psiquica y moral en
consecuencia:...Ninguna persona sera sometida sin
su libre consentimiento a experimentos cientificos,
a examenes médicos o de laboratorio, excepto
cuando se encontrare en peligro su vida o por otras
circunstancias que determine la ley.

Articulo 83. “La salud es un derecho social
fundamental, obligacion del Estado, que lo
garantizara como parte del derecho a la vida. El
Estado promoverd y desarrollara politicas
orientadas a elevar la calidad de vida, el bienestar
colectivo y el acceso a los servicios”.

Articulo 110. “El Estado reconocera el interés
publico de la ciencia y garantizara el cumplimiento
de los principios éticos y legales que deben regir las
actividades de investigacién cientifica humanistica
y tecnoldgica. ElI Cddigo de Bioética y
Bioseguridad intenta contribuir al desarrollo del
potencial ético de la persona en sus desempefios,
como investigador y como miembro de una
comunidad haciendo énfasis en la construccion de
la conciencia bioética” (58).

El Codigo de Etica en Medicina aprobado en el afio 2003, indica en el

articulo 207 la importancia del consentimiento informado por escrito vy, el articulo
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216 hace referencia a la revision de los protocolos de investigacion en seres humanos
y la autorizacién para su ejecucion la cual debe ser realizada por los Comités de
Etica de Investigacion Clinica, los cuales ejecutan las normas disefiadas por la
institucion de Bioética del Gobierno Nacional. Los estudios biomédicos y
epidemioldgicos requieren ser realizados bajo un comportamiento ético y siempre
bajo la guia de los principios rectores de Autonomia, Beneficencia, Justicia y No

Maleficencia (58).

El proyecto y la investigacion que se realizo contaron con el apoyo del Comité
de Etica de la Universidad de Carabobo siguiendo las instrucciones internacionales ya
indicadas. Las pacientes fueron debidamente informadas, a través de las entrevistas
realizadas en la consulta médica sobre el proposito que pretendia la presente
investigacion, cuyo fin Unico fue el de mejorar su calidad de vida y mantenerlas
alejadas preventivamente de la posibilidad de contraer un céncer cervical, por la

relacion existente entre el virus y esta patologia.

Respetando los principios del Codigo de Nuremberg (1946) principalmente el
de la Beneficencia y la No Maleficencia suscrito también en el Cddigo de Etica en
Medicina, en su articulo 216, donde se expone en parte de su contenido “Los estudios
biomédicos y epidemioldgicos requieren ser realizados bajo un comportamiento ético

y siempre bajo la guia de los principios rectores de Autonomia, Beneficencia, Justicia
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y No Maleficencia” (58); razon por la cual la investigacion respeto y se acoplé a estos

principios durante el procedimiento y metodo aplicado al estudio.

Para diagnosticar se utilizaron los métodos clinicos indicados para esta
infeccion, asi como para los controles, aplicacion de métodos inocuos no invasivos
como el PCR por cepillado con citobrush en el area genital y no se utilizé la biopsia
para control, ya que la misma esta indicada para el diagnostico de lesiones en tejidos
y no para el control de tejidos sin lesiones o sanos, acatando de este modo el principio

rector de la No Maleficencia.



CAPITULO |11

MOMENTO METODOLOGICO

3.1. Nivel y tipo deinvestigacion

La investigacion se abordo bajo el enfoque epistémico positivista, con un
marco metodologico empirico analitico. El nivel de la investigacion se ubicé dentro

de los estudios comparativos correlacional, de campo y de corte longitudinal.

3.2. Poblacion y muestra

Se utilizé una poblacién de 270 pacientes con sospecha clinica de VPH que
acudieron a una consulta ginecoldgica privada, de quienes se extrajo una muestra no
probabilistica intencional, siendo ésta aquella donde se escoge sus unidades no en
forma fortuita, sino completamente arbitraria, asignando a cada unidad caracteristicas
que para el investigador resultan de relevancia, empleadas frecuentemente en estudios
de casos y en medicina (61). Dicha muestra estuvo constituida por 110 pacientes, la

cual fue representativa de la poblacion (40,7%) por ser mayor al 30% (62).
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La muestra estuvo formada por pacientes con edades comprendidas entre 16 y
55 afios que acudieron a la consulta de ginecologia durante el periodo 2006-2011.
Tomando los siguientes criterios de inclusion: pacientes voluntarias para realizar el
estudio, diagnostico presuntivo de VPH por clinica, colposcopia, citologia, biopsia y
reaccion en cadena polimerasa (PCR) por biopsia fresca, tener conocimiento y estar
de acuerdo con el propésito de la investigacion a través del consentimiento informado
y mantenerse en la consulta durante todo el periodo de tratamiento, evaluacion y
seguimiento para poder ser controladas posteriormente cada seis meses una vez

terminado el tratamiento.

Vale la pena destacar, que en estos estudios casi siempre se emplean muestras
pequefias no aleatorias donde los criterios para seleccionar a los participantes son
dados por el investigador. EI disefio de muestreo aqui utilizado es el muestreo por
conveniencia, realizado con los pacientes voluntarios de la consulta privada de donde
se obtuvo toda la informacion; los criterios de inclusion utilizados fueron para

asegurar que la muestra fuera adecuadamente escogida (63,64).

3.3. Técnicasy métodos de recolecciéon de datos.

La recoleccion de la informacion se realizo a través de una ficha de registro en

donde se vertieron datos obtenidos en concordancia con el propésito de la

investigacion, de historias clinicas, la cual contenia la descripcion clinica de las
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lesiones, informe colposcopico, informe citoldgico, resultados de la prueba de
biologia molecular reaccion en cadena polimerasa (PCR) por biopsia, y reporte
histopatoldgico por biopsia fresca, dichos parametros se utilizaron para el diagndstico

inicial de VPH en todas las pacientes del estudio.

3.3.1 Descripcion del Procedimiento

Momento inicial: diagnostico

A las 110 pacientes con diagnostico clinico de VPH, caracterizado este por la
presencia lesiones de tipo verrugosas exofiticas, pediculadas o sésiles, lesiones planas
e hiperqueratosis en el area genital. Diagndstico colposcopico basado en lesiones
acetopositivas planas o asperas, mapeado geograficos, epitelio blanco, punteado fino
0 grueso hasta condilomas exofiticos(65) y diagnostico por citologia exfoliativa, la
cual se realiz6 a nivel vulvo vaginal y de cuello uterino con reporte 0 no de signos
sugestivos de VVPH, es decir, lesion intraepitelial de bajo grado (LIE BG) o lesion
intraepitelial de alto grado (LIE AG). Diagndstico por biopsia del area genital
dirigidas por colposcopia, la cual consiste en la remocién de un fragmento de piel o
mucosa del paciente para su estudio histopatoldgico, tomando en consideracion el
protocolo para la toma de biopsias, la cual es realizada previa sepsia y antisepsia de la
zona, infiltracion de anestesia local (lidocaina al 1%) utilizando una pinza en

sacabocado de cuello uterino, en este caso tipo Shuber, para realizar las escisiones de
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las lesiones previamente distendidas y elevadas con aumento del turgor que facilita el
procedimiento de corte de las lesiones previamente infiltrada, pudiéndose extraer
varias muestras (entre 4 y 5 muestras) las cuales deben ser fijadas en formolhaldehido
al 10% para preservar las caracteristicas morfologicas e histoldgicas del tejido

(66,67).Finalmente se realiza el diagnostico de tipificacion del VPH por PCR.

Para el procesamiento citologico y de biopsia de tejidos con lesiones, las
muestras fueron enviadas al Laboratorio Anatomopatolégico NAVAPAT, C.A,,

ubicado en Naguanagua, Edo. Carabaobo.

La deteccion de VPH se ha determinado tradicionalmente a través de la
observacion de las caracteristicas microscopicas de las células infectadas por el virus,
sin embargo, esta técnica diagnostica no permite detectar la fase latente de la
infeccion y menos adn identificar el tipo infectante, siendo dificil predecir el riesgo al
que esta expuesto el paciente. Las técnicas de biologia molecular se estan utilizando

cada vez més para la identificacion y tipificacion del virus (43).

Haciendo referencia a la biologia molecular expuesta en el Capitulo 1l (Marco
Teorico Referencial), a continuacion se describe la metodologia de estudio

desarrollada en ella.
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La muestra bioldgica empleada fue de ADN del virus papiloma humano
(VPH) obtenido de lesiones en tejido de genitales femeninos procedente de la vulva,
de la uretra, de la vagina y del cuello uterino. La obtencion de la muestra fue
mediante la técnica convencional para biopsia fresca. La biopsia fue tomada de tejido
con lesiones colposcopicamente identificadas previa colocacion de &cido acético al

3% con pinzas de biopsia tipo Shuber en condiciones de asepsia.

El tejido fresco obtenido para PCR de las biopsias se sometié a un tratamiento
de ribonucleasa, proteinasa K, fenol-cloroformo y etanol para la extraccion y
purificacion del ADN viral. Una vez que se obtuvo el ADN se procedié a realizar el
diagnostico del VPH mediante la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para amplificar un fragmento de 450 pares base (pb) de la region expresa para
L1 de la capside del virus. Los ensayos se realizaron siguiendo el protocolo Promega
para GoTaqg ® flexi DNA polymerase en condiciones estandarizadas, que contenian
tampon de reaccion colorlessGoTag ™' MgCl,1,5mM,Nucleotidos/mix dNTP’s
0,2mM, Taq polimerasa (5u/ul), ADN y primer o cebadores MY9 y MY11 para un

volumen de reaccién final de 50ul.

En el programa de amplificacion las condiciones de temperatura
(desnaturalizacion, hibridacion y extension), fueron las siguientes:

La desnaturalizacién inicial se realiz6 a:
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e Desnaturalizacion: 95°C los 35 ciclos
e Hibridacion: 60°C

e Extension: 72°C

La extension final fue 72°C durante 3 minutos; cada amplificacion incluyé un

control positivo y control negativo libre de ADN (68,69).

FIGURA 1. Programa de amplificacion
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La calidad e integridad del producto amplificado por PCR fue analizado

mediante electroforesis de ADN en gel de agarosa al 1,3% tefiidos con bromuro de
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etidio, el ADN viral se observo a través de iluminacion con luz UV 302-365nm en el
foto documentador Bio Rad Gel Doc mostrando su migracion (bandas) en el campo
eléctrico de acuerdo a la longitud de la secuencia amplificada. Finalmente para
determinar la tipificacion del virus VPH el producto amplificado por PCR se sometid

a un analisis de dianas para enzimas de restriccion (68, 69).

Para la descripcion y procesamiento detallado de las muestras por PCR
(prueba de biologia molecular utilizada) se tomaron en cuenta cuatro etapas:
Primera Etapa: Extraccion de la Muestra. La preparacion de muestras fue por
técnica convencional para biopsia fresca, la cual fue utilizada para el diagndstico y la
tipificacion del virus tomando muestras de las regiones antes mencionadas donde
hubiese lesiones, previa asepsia de genitales, colocacion de acido acético al 3%, se
identificaron las lesiones colposcopicamente y se procedid a realizar exceresis de
ellas. El objetivo de esta primera etapa, fue el de realizar la extraccion y purificacion
del DNA mediante el uso de las proteinasa K y de otras soluciones con la finalidad de
digerir el tejido celular y asi obtener ADN que se utilizara para el montaje de la

reaccion en cadena polimerasa o PCR (69).

Segunda Etapa: Montaje de PCR. En esta etapa se agregd una cantidad de ADN
purificado (muestra) en una mezcla la cual estuvo constituida por Master Mix:
compuesta por buffer taq polimerasa, DNTP cloruro de magnesio (quién da la energia

a la reaccion) primer o cebadores MY9y MY11 y agua para completar la mezcla. La
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muestra mas la mezcla se llevé a un vial en un termociclador para amplificar o copiar
ADN viral 35 a 40 veces. Es alli donde ocurren todos los pasos de la reaccion en
cadena polimerasa: desnaturalizacion a 95°C que consiste en la separacion de las
cadenas de ADN posteriormente la hibridacion de los cebadores MY9 y MY11 de la
region de la capside del virus L1 region de lectura abierta u Open Redding Frame
(ORF) que constituye la region comun a todo tipo de VPH si existe 0 no la presencia
viral. De ser positivo el ADN viral ocurre el siguiente paso de la extension o

amplificacion de las cadenas de DNA viral que representa la base del PCR (69).

Tercera Etapa: Visualizacion del producto amplificado por separacion
electroforética, a traveés, del cual se determind ADN viral en las muestras examinadas
por electroforesis en geles de agarosa al 1.3% tefiidos con bromuro de etidio,
visualizdndose las bandas en un sistema de documentacion de geles o
transiluminacion de luz ultravioleta, detectindose ADN viral cuando las bandas

coinciden con la talla de 450 pares de base (pb).

Cuarta Etapa: Tipificacion del producto amplificado, se tomé una muestra para
realizar la digestién con enzimas de restriccion solo a las muestras positivas que

permitieron tipificar el VPH en estudio (68, 69).

Una vez corroborado el diagndstico por medio de los métodos antes

mencionados, se procedio realizar el tratamiento.
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Segundo momento: tratamiento

El cual consistié en aplicar 2 sesiones de electrocauterios en las zonas con
lesiones clinicas en cuello uterino, vagina y vulva con un mes de intervalo entre
ambos y 8 quemados quimicos con acido tricloroacético al 80% en cuello, 60% en
genitales internos y 50% en externos con intervalo de 15 dias entre cada uno, previa
reevaluacion con colpovideocospia en cada sesion buscando lesiones clinicas o sub-

clinicas del virus.

Se indico tratamiento reepitalizante posterior a cada sesion, en cada uno de
ellos por 7 dias. Durante este periodo se recomendo abstinencia sexual durante 10 a
12 dias y uso de métodos de Barrera (preservativos) durante los dias de préactica

sexual, después de cada quemado local.

Finalizado el tratamiento que duré en promedio de 8 a 9 meses, se indicd
Acido félico, &cido glicirricinico oral por veintiin dias, y tratamiento topico por tres
meses, asi como una dieta rica en antioxidantes, evitar consumo de alcohol, habitos

tabaquicos, promiscuidad, anticonceptivos, etc.
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Tercer momento: control post tratamiento.

Se realiz6 evaluacion post tratamiento con PCR y colposcopia de las 110
pacientes en estudio a fin de evidenciar la presencia o no de hallazgos compatibles

con el virus.

El seguimiento y evaluacion post tratamiento se realiz6 sistematicamente en
cada una de las pacientes en estudio con intervalos semestrales durante afio y medio a
través de PCR por técnica de cepillado con cito brush en vulva y vagina e hisopado
en cuello uterino, resaltando que dichas evaluaciones se realizaron en los mismos
sitios o tejidos donde inicialmente fue diagnosticado el virus. Ademas también se

evaluaron colposcopicamente dichas zonas como se sefialé anteriormente.

3.4. Técnicas de procesamiento y andlisis estadisticos

Para el procesamiento de datos se utilizd procedimientos de la estadistica,
comparativa correlacional para su cuantificacién, tabulacion, graficacion, analisis y
discusion de los resultados obtenidos. Los resultados se expresaron en términos de
medias * desviacion estandar, frecuencias absolutas y relativas. Adicionalmente, los
resultados se mostraron en tablas y/o figuras. La comparacion de proporciones se
realiz6 a través del test de Mc Nemar y del estadistico Z. Las asociaciones entre las

variables se determinaron por medio de la prueba Chi®. Para la cuantificacion de la
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sensibilidad y especificidad de los métodos diagndsticos se utilizo el Teorema de
Bayes, mientras que la correspondencia de los resultados se evalud a través del indice
Kappa. El nivel de confianza empleado fue de 95% (NC=95%) y los programas
estadisticos utilizados fueron SPSS version 15.0; Statistix version 6.0 y la hoja de

calculo de Excel.



En el presente capitulo se presentan los resultados obtenidos en la
investigacion. Se evaluaron 110 sujetos del sexo femenino con edades de 26,8+7,8
afios. La frecuencia absoluta y relativa de infeccion por VPH hallada en la muestra

estudiada segun los diferentes métodos diagnosticos empleados se muestra en la

Tabla 1 y Grafico 1.

Tabla 1. Frecuencia absoluta y relativa de infeccién por VPH segun el método

diagnostico empleado.

CAPITULO IV

RESULTADOS

M étodo Diagnéstico n (%) | Cos0
PCR 100 (90,9%) 85,3-96,5%
Biopsia 97 (88,2%) 81,8 - 94,6 %
Colposcopia 93 (84,5%) 77,2-91,9%
Clinica 63 (57,3%) 45,1-69,5%
Citologia 44 (40,0%) 25,5 - 54,5 %

Fuente: Richani 2011
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Graéfico 1. Frecuenciarelativa deinfeccién por virusde VPH segun los diferentes
métodos diagndsticos empleados. a,b,c: Letrasiguales sin diferencia significativa
en comparacién con PCR y letras diferentes con diferencia significativa en
comparacion con PCR.
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Fuente: Richani 2011

Las frecuencia de infeccion por VPH detectada por el método de PCR fue
significativamente superior a la hallada con la citologia (Chi*=49,778; p=0,000) y la
clinica (Chi?=30,140; p=0,000). A pesar que se observé una tendencia a que la
frecuencia de infeccion por VPH detectada por la PCR fuera superior a la reportada

por la biopsia y la colposcopia, estas fueron similares (p >0,05).
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El indice Kappa para la comparacién entre los métodos PCR y Biopsia arrojo
un resultado de 0,86 (p=0,000) lo cual indica concordancia entre ambos métodos en el
reconocimiento de resultados positivos y negativos del virus. La Tabla 2 presenta los
resultados obtenidos en la comparacion de los resultados empleando los métodos

PCR y Biopsia.

Tabla 2. Comparacién de resultados obtenidos empleando los métodos
diagnosticos PCR y Biopsia

PCR Positivo PCR Negativo Todos
Biopsia Positivo 97 0 97
Biopsia Negativo 3 10 13
Todos 100 10 110

Fuente: Richani 2011

La sensibilidad y especificidad en el diagnostico de infeccién por VPH
empleando el analisis de las biopsias y en comparacién con la PCR fue de 97% y

100% respectivamente.

Es importante sefialar que de los 97 sujetos diagnosticados con infeccién por
virus VPH empleando para ello el diagnéstico de biopsia, 70 (72,2%) presentaron
signos de infeccion por VPH mientras que 27 (27,8%) mostraron condiloma

acuminado (p=0,000).
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Por otra parte, el analisis de concordancia entre los resultados encontrados en
el diagnostico de VPH por los métodos PCR y colposcopia revel6 un indice Kappa de
0,46 (p=0,000) lo cual indica que existe concordancia entre los resultados positivos y
negativos obtenidos por ambos métodos; sin embargo, dicha concordancia es inferior
a la mostrada por los metodos PCR y Biopsia. La comparacion de resultados

obtenidos entre los méetodos PCR y colposcopia se presenta en la Tabla 3.

Tabla 3. Comparacion de resultados empleando los métodos PCR y Colposcopia

PCR Positivo  PCR Negativo Todos
Colposcopia Positivo 90 3 93
Colposcopia Negativo 10 7 17
Todos 100 10 110

Fuente: Richani 2011

La sensibilidad de la colposcopia en el diagndstico de la infeccion por VPH

fue de 90%, mientras que la especificidad fue de 70%, en comparacién con la PCR.

Hubo independencia en el reconocimiento de resultados positivos y negativos
hallados por los métodos PCR y Clinica en el diagnostico de infeccion por VPH, el

cual se evidencio en la determinacion del indice Kappa cuyo valor fue de 0,11
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(p=0,067). La Tabla 4 muestra la comparacion de los resultados entre los métodos

diagnosticos de infeccion por VPH encontrados por PCR y Clinica.

Tabla 4. Comparacion de resultados empleando los métodos PCR y Clinica

PCR Positivo  PCR Negativo Todos
Clinica Positivo 60 3 63
Clinica Negativo 40 7 47
Todos 100 10 110

Fuente: Richani 2011

La sensibilidad y especificidad del método clinico en el diagndstico de
infeccion de VPH y en comparacion con el método PCR fue de 60% y 70%,

respectivamente.

Al igual que con el método clinico, se observo independencia en el
reconocimiento de los resultados positivos y negativos encontrados por los métodos
PCR y Citologia en el diagnostico de infecciéon por VPH (Kappa=0,03; p=0,537). La
comparacion de los resultados entre los métodos diagnosticos de infeccion por VPH

PCR y Citologia se presenta en la Tabla 5.
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Tabla 5. Comparacién deresultados empleando los métodos PCR y Citologia

PCR Positivo  PCR Negativo Todos
Citologia Positivo 40 4 44
Citologia Negativo 60 6 66
Todos 100 10 110

Fuente: Richani 2011

El diagndstico de infeccion por VPH empleando la citologia reveld una

sensibilidad de 40% y una especificidad de 60% al compararla con el método de

PCR.

La Tabla 6 muestra en resumen la sensibilidad y especificidad, asi como
también el indice Kappa de los métodos diagnosticos para infeccidn por el virus de

VPH en comparacion con el método de PCR.

Tabla 6. Sensibilidad, especificidad e indice Kappa de los métodos diagndsticos
para infeccién por virusde VPH en comparacién con e método de PCR.

M étodos Sensibilidad (%) Especificidad (%) [ndice Kappa p

Biopsia 97,0 100,0 0,86 0,000**
Colposcopia 90,0 70,0 0,46 0,000**

Clinica 60,0 70,0 0,11 0,067

Citologia 40,0 60,0 0,03 0,537

Fuente: Richani 2011

**1<0,001
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Grafico 2. Senshbilidad y especificidad de los métodos diagnésticos para
infeccion por virusde VPH en comparacion con €l método de PCR.
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En cuanto a frecuencia de los tipos virales encontrados en los sujetos
estudiados, la Tabla 7 muestra dichos resultados. En esta se aprecia una mayor
frecuencia de virus VPH tipo 6, mientras que los menos frecuentes fueron los tipos
33, 35, 40 y 43. Adicionalmente, se observd que los tipos virales de bajo riesgo
fueron significativamente mas frecuentes que los de alto riesgo (88,0% vs 22,0%)

(2=9,24; p=0,000)
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Tabla 7. Frecuencia detipos virales detectados

TipodeVPH

Alto Riesgo Bajo Riesgo

16 31 33 35 45 53 6 11 40 43

2(2,0) 909,00 1(1,0) 1(1,0) 3(3,0) 5(50) 43(43,0) 34(34,0) 1(1,0) 1(1,0)

Fuente: Richani 2011

Los resultados se expresan en n(%)

Gréfico 3. Frecuencia detipos virales detectados
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En cuanto a los tipos de virus de VPH detectados por grupos de edad, la Tabla
8 revela que en los sujetos mas jovenes, el VPH mas frecuente fue el tipo 6 y el
menos frecuente resulto ser el tipo 31. Por otra parte, en los sujetos de mayor edad el
tipo viral encontrado con mayor frecuencia también fue el 6, mientras que los menos
frecuentes fueron los tipos 33, 35 y 40. Adicionalmente, los sujetos de mayor edad
presentaron significativamente mayor frecuencia de infeccion por tipos virales de
VPH de alto riesgo que los presentados por los de menor edad (42% vs 2%) (Z=-4,59;
p=0,000), por lo que la infeccion por virus de alto riesgo se asocid a los sujetos de

mayor edad y los de bajo riesgo a los de menor edad (Chi?=16,610; p=0,000).

Tabla 8. Frecuencia detipos virales detectados por grupos de edad

Alto
24 afnos Tipo de Riesgo 31 1(2.3)
0 Menos VPH Bajo 6 25(56,8)
(n=44) Riesgo 11 17(38,6)
43 1(2,3)
16 2(3,6)
Gré’pos 31 | 8(14,3)
Eded Alto 33 1(1,8)
25 afios . Riesgo 35 1(1,8)
. Tipo de
0 Ma&s VPH 45 3(5,4)
(n=56) 53 5(8,9)
. 6 18(32,1)
R?:;go 11 |17(30.4)
40 1(1,8)

Fuente: Richani 2011

L os resultados se expresan en n(%)
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Grafico 4-B. Tiposvirales en sujetos de 25 afios 0 mas
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Los tipos de VPH detectados en las diferentes etapas de la investigacion se
presentan en la Tabla 9. En las fases de control post-tratamiento y en la de

seguimiento a los 6 meses donde no hubo infeccion por VPH, mientras que en la fase
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de seguimiento a los 12 y 18 meses se encontrd en forma respectiva 4 y 16 casos que

resultaron positivos para dicha infeccion.

Tabla 9. Frecuencias absolutas de tipos de VPH presentes en las diferentes
etapas delainvestigacion.

ETAPAS

VPH Seguimiento Postratamiento

Diagnodstico Control
9 Postratamiento 6meses 12meses 18 meses

1 8

06 43
11
16
31
33
35
40
43
45
53
Total 100
Fuente: Richani 2011

w
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Es de hacer notar que de los cuatro sujetos a los que se les detectd infeccion

viral en la fase de seguimiento posterior al tratamiento realizado a los 12 meses, solo
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uno presentd el mismo tipo viral (Tipo 6) que en la fase de Diagnostico. De igual
forma, en la etapa de seguimiento a los 18 meses a un solo sujeto le fue detectado el
mismo tipo viral (Tipo 11) que en la fase de Diagnostico, mientras que los otros 15
sujetos adquirieron tipos virales diferentes al diagnosticado inicialmente en esta
etapa. El resto de las pacientes resultaron negativos para la infeccién por VPH al afio

y medio del control y seguimiento.

4.1. Analisisy Discusién

El cancer de cuello uterino es la neoplasia mas frecuente que afecta a la mujer
en paises sub desarrollados, donde hay una incidencia de mas de 40 casos por cada
100 mil mujeres al afio; mientras que en paises industrializados se observan 10 casos
por cada 100 mil mujeres al afo. Su identificacion precoz es de mucha importancia

ya que es curable en estadios tempranos de la enfermedad.

En la evaluacion del virus papiloma humano (VPH) a través de diversos
metodos diagndsticos se observo en este estudio que el método que permitio la
deteccion con mayor frecuencia fue la PCR 90,9% con un intervalo de confianza ente
85,3 — 96,5%, seguido del diagnostico por biopsia que detecto el virus en 97 casos
(88,2%); la colposcopia diagndstico el virus en 84,5% a diferencia de la clinica y la
citologia donde la frecuencia en el diagnostico del virus fue de 57,3% y 40,00%

respectivamente. Estos resultados coinciden con los hallazgos realizados por otros
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autores, para diagnostico por PCR (15, 16, 19, 26,34,39). Igualmente se observo para
la deteccion por biopsia resultados aproximados a los obtenidos en este estudio 99% y
98% (29,30), 80% (32); mientras que otros autores reportaron por este método una
frecuencia de 74% y 63% (39, 40), resaltando que estas diferencias podrian atribuirse
a la etapa clinica, subclinica o de latencia en la que se tome la muestra, puesto que en
la etapa de latencia no se observan los signos histopatoldgicos caracteristicos para el

diagnostico del virus.

En relacion al diagnostico por colposcopia se detectd resultados similares al
nuestro: 77% (39) y diferentes 42,74% (32). En cuanto a lo revisado en la literatura
utilizada, con respecto a la citologia se observé un consenso general que la misma,
represento el método diagndstico que identifico el virus con menor frecuencia (16,
19,33); con margenes similares al encontrado en esta investigacion. Esto podria
atribuirse a la congestion y edema que presentan las células del tejido durante la
infeccion por este virus, ya que el mismo favorece infecciones multiples cervico
vaginales, que impide en ciertas ocasiones determinar los signos sugestivos de esta

patologia.

Se tom6 como método gold estdndar a la PCR por ser una prueba de biologia
molecular que detecta el ADN viral del VPH, aun en la etapa clinica de latencia,
momento en el cual desde el punto de vista histopatoldgico, no se evidencian

coilocitos entre otros hallazgos sugestivos por biopsia para infeccion por VPH,
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disminuyendo un poco su sensibilidad (97%) y especificidad (100%) que fue poco

significativa en este estudio.

El indice de confianza para la PCR (96,5%) y para la biopsia (94,6%) fueron
similares, demostrandose concordancia entre ambos metodos, a través del indice de
Kappa 0.86 en el reconocimiento e resultados positivos y negativos, lo que demostro

alto indice de sensibilidad y especificidad

En ciertas condiciones la biopsia puede mostrar atipias coilociticas las cuales
pueden ser originadas por procesos inflamatorios causadas por tricomonas,
acumulacion de glucogenos en las células entre otros (71, 72); lo que podria explicar

los casos de falsos positivos.

Al comparar el método PCR vy la colposcopia se encontré una concordancia
inferior a la mostrada por los métodos de PCR y biopsia, ubicandose la sensibilidad
para el método de colposcopia en 90% y 70% de especificidad. Autores sefialan en
relacion a este método para la deteccion del virus, que es posible identificar lesiones
clinicas y subclinicas (acetoblancas) sugestivas de infeccion por VPH (16, 32, 35,39).
En todo caso, esto depende de ciertos factores como la experiencia del especialista en
el manejo y uso de la técnica colposcopica siendo realmente Util y de apoyo en el

diagnostico de esta infeccion.  Asi mismo otros autores, reportaron en sus estudios
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una sensibilidad para la colposcopia del 81% y una especificidad del 77% valores

muy similares al nuestro (73).

En relacion al método clinico en el diagnostico de infeccion por VPH y en
comparacion con el método Gold standard, la sensibilidad fue del 60% y 70% para la
especificidad, en la literatura consultada no se encontraron trabajos que nos permitan
comparar estos resultados. En relaciéon a la citologia como método diagnostico en
infecciones por virus de VPH este reveld una sensibilidad del 40% y una
especificidad del 60% con un analisis de concordancia muy bajo en relacion a la
PCR. Al consultar la literatura, diversos autores refieren la alta especificidad de este
método diagnostico, no asi la sensibilidad del mismo. Un estudio realizado en el
2011, donde se emple6 como método de referencia o gold estandar, el estudio
histopatolégico, el cual dio como resultado que la citologia presentaba una
sensibilidad del 17,7% y una especificidad del 100%, mientras que la PCR mostrd
sensibilidad y especificidad del 100% para cada uno de los pardmetros de

desempefio(74).

Otra investigacion realizada en Colombia donde se validd la citologia cervico
vaginal convencional en la identificacion del cancer invasor escamo celular en 1980
mujeres, y empleando como método de referencia los informes de biopsia, donde se
determind que la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo (VPP) y

negativo (VPN) fueron de 12%, 99%, 83,3% y 98,2% respectivamente (75).
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En la presente investigacion se empleé como método de referencia para la
deteccion del VPH, al método de biologia molecular reaccion en cada polimerasa
(PCR), los resultados obtenidos en esta prueba se compararon con los métodos
diagnosticos de biopsia, colposcopia, clinica y citologia; los mismos reportaron que la
biopsia mostr6 mayor capacidad en la deteccion de los verdaderos enfermos
(sensibilidad) y sanos (especificidad), seguidos de la colposcopia, la clinica y la
citologia. Los resultados obtenidos en la presente investigacion y especificamente en
cuanto a la citologia, coinciden con la baja sensibilidad obtenida por otros
investigadores (74,75) quienes emplearon como método de referencia el método de
biopsia. Sin embargo, la mayoria de los estudios consultados trabajan con frecuencias
y comparaciones entre metodos, en todo caso, el consenso final sefiala la necesidad de

utilizar la combinacion de diferentes métodos en el diagnostico de esta infeccion.

Los tipos virales de bajo riesgo fueron los reportados con mayor frecuencia,
de ellos el tipo 6, predomind con un 43% seguido del VVPH tipo 11 con un 34%. Esto
concuerda ampliamente con lo descrito en las literaturas revisadas (7, 26, 27, 33, 34,

38, 39, 40,76, 77).

En relacion a los tipos virales de alto riesgo oncoldgico, se report6 con mayor
frecuencia el genotipo 31, seguido de los genotipos 53,45, 16,33 y 35; observandose
similitud en algunos estudios en cuanto al subtipo predominante; pero en la mayoria

de otras investigaciones revisadas los tipos 16 y 18 fueron predominantes. Al
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comparar estos resultados con los grupos etarios, observamos que los tipos virales de
alto riesgo son hallazgos mas frecuentes en los grupos de edades superiores a 25 afos,
siendo en nuestro pais el grupo de edad més vulnerable para desarrollar neoplasias del
cuello uterino. En la literatura mundial se reporta como subtipos de alto riesgo mas
frecuentes, los tipos virales 16 18, 33 y 31, los hallazgos en este presente estudio no
coinciden con los de la literatura mundial que difiere con los hallazgos encontrados
en esta investigacion; igualmente se report6 como grupo etario mas vulnerable a las

mujeres con edades superiores a los 30 afios (7, 23, 27, 33, 34, 38, 39, 40, 76, 77,78).

Estos resultados demuestran la importancia del conocimiento de los tipos
virales a nivel nacional orientados a la prevencion y una vez mas muestran la
necesidad de implementar programas preventivos de alto impacto que vayan mas alla
de la toma de citologia cervico vaginal, como método diagnostico aplicado a grandes
masas, sino ademas, que también se utilice como método de diagnéstico de rutina las
pruebas de biologia molecular en la deteccion de esta infeccion. Favoreciendo de este
modo la aplicacion y creacion de vacunas contra el VPH orientadas segun los tipos
virales encontrados en el pais, por lo tanto, es importante conocer la prevalencia

geogréafica para los diferentes tipos de VPH.

En cuanto a la evaluacion y seguimiento de la infeccion por VPH posterior al
tratamiento y a través de controles por PCR, no se detecto carga viral en ninguna de

las 110 pacientes post tratamiento, ni en los primeros 6 meses posteriores al mismo.
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Caso similar fue reportado por otro investigador, quien observo post tratamiento que
78% de los casos fueron negativos a VPH (79). Asi mismo, el control a los 6 meses
fue negativo en la deteccion de ADN viral, resultados similares a los reportados en el

estudio “Diagndstico, evaluacion y seguimiento del VPH” (80).

A los 12 meses posteriores al tratamiento, se detectaron 4 casos positivos a la
PCR pertenecientes a los sub tipos 6,11 y 45 al comparar estos resultados con los
iniciales, solo uno presento el mismo tipo viral que en la fase diagnostica (tipo 6),
estos casos en la literatura revisada, los describen como enfermedad residual la cual
es definida como aquella lesién que se pone de manifiesto en cuales quiera de los
controles realizados en el curso de los 12 primeros meses después del tratamiento y
habla de fallo terapéutico el cual podria asociarse al tamafio lesional, estado
inmunoldgico o alta carga viral antes del tratamiento (81). Los otros tres casos
positivos a la PCR mostraron tipos virales diferentes, los cuales se asocian a
reinfecciones por otros sub tipos virales, probablemente asociados al comportamiento
sexual de sus parejas o de dichas pacientes, o al mantenimiento de habitos con

contactos indirectos conocidos como fomites (52).

A los 18 meses post tratamiento, 16 pacientes presentaron la PCR positiva, de
ellas una sola presentd el mismo tipo viral que tenia en la etapa diagnostica (tipo 11)
lo que pudiese considerarse como una residiva o enfermedad residivante, definida

esta como aquella que se presenta después del primer afio de seguimiento (82).
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Mientras que el resto de las pacientes presentaron infecciones por tipos virales

diferentes a los diagnosticados en la fase diagnostica o reinfecciones.

El 20% de los paciente diagnosticados con VPH y tratados, presentaron PCR
positiva para el virus en el curso de los 18 meses post tratamiento, es de importancia
clinica identificar el tipo de enfermedad o etapa clinica de la infeccion a fin de
predecir el comportamiento de la infeccion y actuar de manera asertiva en la

prevencion del cancer invasivo.

4.2. Conclusiones

El método diagndstico utilizado como meétodo de referencia PCR, represento
la prueba que detecto la infeccion por VPH con mayor frecuencia 90,9% con un
intervalo de confianza entre 85,3 y 96,5% a diferencia de la citologia, cuya frecuencia
en la deteccion del virus fue de 40%, con un intervalo de confianza que oscil6 entre

25,5y 54,5%.

La tendencia de la frecuencia en la deteccion de la infeccion por VPH para la
biopsia y colposcopia fueron similares a la de la PCR: 88,2% y 84,5%

respectivamente.
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Hubo concordancia entre los métodos PCR y biopsia en el reconocimiento de

la infeccion viral.

En el diagnostico por biopsia 72,2% de los casos presentaron como
diagnostico histopatologico, signos de infeccion por virus papiloma humano, mientras

que para el 27,8% de los pacientes el diagnostico fue condiloma acuminado.

La sensibilidad y especificidad para biopsia fue de 97% y 100%
respectivamente en relacion con el PCR, mientras la colposcopia fue sensible 90% y
especifica en un 70% en contraste con la citologia que resulté ser el método menos
sensible 40% y 60% de especificidad.

Las infecciones virales por VPH de bajo riesgo fueron predominantes y los
tipos mas frecuentemente encontrados en la poblacion en estudio fueron tipo 6 (43%)
y 11(34%), esto represento el 78% de los casos. En las infecciones por los subtipos
de alto riesgo, el tipo 31 represento el tipo mas comun, (9%); seguido del tipo 53
(5%), 45% (3%) y 16 (2%).

La infeccion por VPH de bajo riesgo se localizé con mayor frecuencia en el
grupo etario representado por pacientes menores de 24 afios, mientras el VPH de alto

riesgo se localiz6 en pacientes mayores de 25 afios.

En cuanto al control por PCR, al culminar el tratamiento y a 6 meses post
tratamiento, los pacientes fueron negativos a la deteccion del virus en el tejido,
mientras que en el control realizado al afio, 4 casos resultaron positivos a la infeccién
por VPH y nuevamente 16 casos al afio y medio. En 2 casos de estos, fueron
detectados el mismo subtipo viral que se diagnosticé al inicio, hay que hacer la
observacion de que las parejas de estos sujetos no fueron tratados.



CAPITULOV

APORTE EPISTEMICO

La infeccion por virus de papiloma humano (VPH) se ha convertido en un reto
que plantea nuevas formas de diagndstico, que permitan la elaboracién de protocolos
de abordaje y seguimiento innovadores para el prondstico de la infeccion, en este
sentido a luz de los conocimientos generados en esta investigacion se plantea el
siguiente enunciado tedrico: Si la infeccion por VPH es diagnosticada, tratada y
controlada adecuadamente la concepcion de la etapa clinica denominada “latencia
viral” debe ser sustituida por la concepcién de enfermedad residual, enfermedad
recidivante o reinfeccion viral segun sea el caso, la identificacion e interpretacion
correcta de estas fases de la infeccion, permitiran la aplicacion de protocolos
diagndsticos y de tratamientos que permitan disminuir los riesgos para una neoplasia

invasiva.

Desde el punto de vista clinico, la infeccion por VPH se le describe diferentes
etapas, de ellas se describe como etapa activa de la enfermedad aquella en la cual
existen lesiones visibles por clinica y colposcopia sugestivas de infeccion por VPH,
es posible identificar ADN viral a través de la prueba de reaccion en cadena de

polimerasas (PCR) y a traves del estudio cito e histopatologico se manifiestan signos
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sugestivos de la infeccion ademas del dafio causado por el virus al tejido el cual varia
desde una lesion intraepitelial de bajo grado (LIE BG) o neoplasia intraepitelial de
grado 1 (NIC1) a un CA in situ o Invasor. Una vez superada esta fase ya sea en
forma espontanea o a través de cuales quiera de los tratamientos disponibles, la
infeccion pasaria a lo que se conoce como etapa o fase de latencia viral, la cual se
caracteriza por baja carga viral, desde el punto de vista clinico no existen lesiones
visibles, ni cambios citopaticos, ni histopatologicos y desde el punto de vista de la
biologia molecular el PCR persiste positivo, es decir que solo podriamos identificar la
infeccion a través de la determinacion de ADN viral, siendo la biopsia en algunos
casos negativa ya que pueden o no estar presentes los cambios histopatoldgicos
patognomonicos sugestivos de la infeccion, igualmente los estudios citologicos

generalmente no reportan la infeccion.

Esto es lo que tradicionalmente se conoce acerca del comportamiento del virus
y sus reacciones en el tejido genital. Una vez analizada la literatura y a la luz de los
conocimientos encontrados en esta investigacion; queda claro que el tratamiento para
la infeccion por VPH va dirigido a eliminar o disminuir las lesiones que ocasiona el
virus sobre el tejido infectado del area genital. Ahora bien, ;es posible eliminar el
virus del tejido?; todo parece indicar que la correcta identificacion de la infeccién por
VPH con su posterior tratamiento sobre las lesiones producidas en el tejido podrian

minimizar la carga viral acortando el intervalo entre una etapa clinica activa y otra.
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Al revisar la literatura, observamos el surgimiento de conceptos
fundamentales que nos permiten entender las diferentes manifestaciones del virus
dentro del tejido y su posible evolucion a lesiones cronicas en el mismo, con mayor
riesgo para el desarrollo de neoplasias, estos conceptos son: enfermedad residual,

enfermedad residivante y reinfeccion viral.

En razon a lo expuesto se plantea la estadificacion de la enfermedad por VPH

de la siguiente forma:

Enfermedad activa: aquella que se manifiesta en la paciente que no se conoce como
portadora de la infeccion y cuyas manifestaciones clinicas son evidentes al examen
ginecologico y a la colposcopia, los resultados de la citologia pueden o no demostrar
signos de infeccion por VPH, la biopsia se reporta positiva para la deteccion
histopatologica de infeccion viral, describiéndose signos caracteristicos para esta
infeccidn tales como: coilocitoisis, paraqueratosis, hiperqueratosis, atipias nucleares
tales como: binucleaciones, hipercromatismo entre otras. El PCR es capaz de
identificar el ADN del virus. En esta etapa es importante la realizacion de un
diagndstico adecuado por lo que se sugiere que para el mismo se utilicen diferentes
métodos diagndsticos, que detecten la infeccidn por este virus, el subtipo viral y la
gravedad de las lesiones histopatoldgicas causadas por el virus en el tejido lo que

determinara la eleccion del tratamiento.
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2. Enfermedad residual: se define como aquella con lesiones que se ponen de
manifiesto en el transcurso de los 12 primeros meses posterior al tratamiento,
diagnosticada esta ya sea por clinica o colposcopia y a quien se hace imperativo la
realizacion del ADN viral por PCR. En la literatura se describen una serie de
factores que favorecen el riesgo de enfermedad residual entre ellos se destacan: el
tamano de la lesion, el compromiso inmunologico de la paciente, la edad superior a
50 afos, alta carga viral antes del tratamiento y afectacion de los margenes de la
lesion. La importancia de esta enfermedad radica en la identificacion temprana de
fallos terapéutico, igualmente se describe un riesgo cinco veces mayor en estas
pacientes de desarrollar cancer invasor en el transcurso de 10 a 20 afios en relacion a
la poblacion general. Se sugiere el seguimiento con colposcopia y PCR, donde estas
deben volverse negativas en el transcurso de los primeros seis meses post
tratamiento con riesgo de persistencia lesional practicamente nulo para este y otros

estudios.

3. Enfermedad residivante: se define como aquella que se presenta después del primer
afio de seguimiento con colposcopia y PCR negativos. En este caso es importante la
identificacion del subtipo viral y asi establecer diferencias entre una enfermedad
residivante como tal o una reinfeccion por otro genotipo viral. La importancia de esta
enfermedad radica en la persistencia y cronicidad del virus en el tejido, siendo estas
pacientes las que presentan mayor riesgo a desarrollar neoplasias invasivas en forma

mas temprana. En todo caso, es indicativa de persistencia del virus en el tejido.



100

4. Reinfeccion: se conceptualiza como aquella enfermedad en la cual aparecen lesiones
clinicas o sub clinicas posteriores al tratamiento y en donde se identifica ADN viral
diferente al sub tipo inicialmente identificado independientemente del tiempo
transcurrido post tratamiento. La importancia de esta fase radica en la identificacion
de riesgo atribuido a la conducta sexual de las pacientes o de sus parejas susceptible
de ser modificado. Queda en interrogante la trasmision a través de fomites la cual no
puede descartarse en su totalidad, la misma se considera como una trasmision

indirecta, descrita en la literatura como contacto indirecto.

Debido a este aporte epistémico se podrd entender la importancia en el
abordaje, control y seguimiento de esta infeccion, para poder comprender la
estadificacion de la misma, la cual resultaria de gran utilidad en la prevencién y

prondstico de esta patologia.
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PROTOCOLO DE SEGUIMIENTO Y CONTROL DE LA INFECCION POR VIRUS PAPILOMA HUMANO

ENFERMEDAD ACTIVA
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ANEXO A

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Ne: Fecha: [/

Responsable: HimanRichani, Médico especialista en Obstetricia y Ginecologia.
Titulo: Evaluacion a través del diagndstico y seguimiento de la infeccién por
Virus Papiloma Humano en una poblacion femenina. Se me ha solicitado
participar en una investigacion, conducente a Grado de Doctor en Ciencias Médicas,
bajo las siguientes condiciones:

Yo entiendo que:

1. En este estudio no se realizard ninguna prueba, examen o procedimiento
diagnostico que dafie de ninguna manera 0 exponga a riesgo alguno mi
persona.

2. Cualquier pregunta que yo quiera hacer con relacion a mi participacion en este
estudio debera ser contestada por la Dra. HimanRichani S.

3. Yo podré retirarme de este estudio en cualquier momento sin dar razones, ni
tampoco sin que esto me perjudique.

4. Los resultados de este estudio pueden ser publicados, pero mi nombre o
identidad no sera revelado y mis datos clinicos y experimentales
permaneceran en forma confidencial, a menos que mi identidad sea solicitada
por la ley.

5. No recibiré beneficios econdmicos ni materiales.
6. Mi consentimiento esta dado voluntariamente sin que haya sido forzado (a) u
obligado (a).
Investigador Responsable. Paciente
HimanRichani S. Nombre:
C.1.: V- 4.794.054 C.l.

MSDS: 25857, C M Carabobo: 5006.
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ANEXO B

FIGURAS

Figural: Lesionesproducidas por V.P.H observadas en la cara interna del labio
derecho

Fuente: Fotografia tomada por la autora
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Figura2: Lesones vulvares producidas por V.P.H observadas a mayor aumento
en la carainterna delabio menor derecho

Fuente: Fotografiatomada por la autora

Figura 3: Lesiones papilomatosas, exofisticas producidas por V.P.H en mucosa
interna de labio derecho, uretray parte superior de labioizquierdo.
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Fuente: Fotografia tomada por la autora
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Figura 4: Multiples lesiones papilomatosas y condilomatosas observadas en
genitales externos

Fuente: Fotografiatomada por la autora
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Figura 5: Lesiones clinicas producidas por VPH en cara interna de genitales
externos

Fotografia: La autora
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Figura 6: L esionestipo condilomas acuminado en vulva

Fuente: Fotografia tomada por la autora
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Figura 7: Signos clinicos de infeccion por VPH en parte superior delavulva

Fuente: Fotografiatomada por la autora
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Figura 8: Condiloma acuminado en genitales externos

Fuente: Fotografiatomada por la autora
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Figura 9: Vulva con lesiones clinicas por VPH, lesionestipo condilomas.

Fuente: Fotografia tomada por la autora

Figura 10: Lesiones condilomatosas en pared lateral derecha de vagina
producidas por V.P.H.
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Fuente: Fotografiatomada por la autora

Figura 11: Lesiones producidas por €l virus del V.P.H observadas en pared
vaginal antero superior einferior deuretra
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Fuente: Fotografia tomada por la autora

Figura 12: Lesionesclinicas producidas por VPH ubicadas en la pared anterior
vaginal
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Fuente: Fotografiatomada por la autora

Figura 13: Pared antero-superior vaginal con lesiones clinicas definidas del VPH
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Fuente: Fotografia tomada por la autora
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Figura 14: Lesiones sésiles y papilares multiples producidas por VPH en pared
posterior vaginal

Fuente: Fotografia tomada por laautora
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Figura 15: Pared posterior vaginal interna con lesion por VPH en etapa sub-
clinica

Fuente: Fotografia tomada por la autora
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Figura 16: Cuello uterino sano post-tratamiento

Fuente: Fotografiatomada por la autora
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