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INDICE DE ABREVIATURAS

VPH: Virus de Papiloma Humano

CIN 1: Neoplasia Cervical Grado 1 (del inglés Cervical Intraepithelial Neoplasia)

LSIL: Lesion Escamosa Intraepitelial de bajo grado (del inglés Low grade Squamous

Intraepithelial Lesion)

CIN 2/3: Neoplasia Cervical Grado 2 6 3 (del inglés Cervical Intraepithelial Neoplasia)

HSIL: Lesion Escamosa Intraepitelial de alto grado (del inglés High grade Squamous

Intraepithelial Lesion)

ADN: Acido desoxirribonucleico

ORF: Marco de lectura abierto (del inglés Open Reading Frame)

pb: Pares de bases

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

ARN: Acido ribonucleico

OMS: Organizacion Mundial de la Salud



1. RESUMEN

El cancer de cuello uterino es una de las principales causas de muerte en la poblacion
femenina a nivel mundial, ocupando en nuestro pais el cuarto lugar. Se ha demostrado que
el Virus de Papiloma Humano (VPH) esta ligado al menos a un 99,7% de los casos,

principalmente asociados a los genotipos de alto riesgo.

Se realiz6 un estudio de tipo descriptivo donde se implementaron técnicas moleculares
como PCR e hibridacidn reversa para la determinacion de diferentes genotipos del VPH, asi
como la deteccion inmunohistoquimica del marcador de proliferacion celular Ki67 en
biopsias parafinadas de cuello uterino, de pacientes del Hospital Dr. Max Peralta de

Cartago, durante el afio 2013.

Se logro determinar que el genotipo mas frecuente entre la poblacion en estudio fue el
39, el cual se presentod en el 53% de los casos. Ademas un 65% de las biopsias estudiadas

presentaron infecciones mixtas del VPH.



2. INTRODUCCION

El cancer de cuello uterino es una de las enfermedades malignas mas frecuentes en la
poblacion femenina a nivel mundial, donde las tasas de incidencia mas altas notificadas
provienen de paises subdesarrollados (Hernandez et al., 2010). En Costa Rica, el cancer de
cérvix constituye la cuarta causa de muerte por tumor maligno en mujeres, con una tasa

ajustada de mortalidad de 5.29 por cada 100 000 mujeres (Ministerio de Salud, 2014).

Aunque se han identificado diversos factores involucrados en el cancer de cérvix y
sus estados precursores, desde 1996, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la
Organizacion Europea de Investigacion de Infecciones Anogenitales y Neoplasias, y el
Instituto Nacional de Consensos en Salud en Cancer de Cérvix reconocieron al VPH como
la principal causa (Burd, 2003). Actualmente se conoce que el VPH esta implicado en al

menos el 99.7% de los casos de cancer cervical en el mundo (Raji et al., 2011).

Las infecciones cervicales por VPH se asocian con un amplio espectro de
enfermedades, pero no todos los casos son evidenciables en la practica ginecoldgica porque
la infeccion ain no conduce a anormalidades citoldgicas detectables. Sin embargo, un
namero importante de estas pacientes posteriormente desarrollan displasia cervical de bajo
y alto grado, asi como cancer de cuello uterino (Paavonen, 2007) de ahi la importancia del

desarrollo de nuevas técnicas diagndsticas que permitan la deteccion del VPH.



3. MARCO TEORICO

3.1 Lesiones cervicales y cancer de cuello uterino

La infeccion del VPH esta asociada con una variedad de condiciones clinicas que
van desde lesiones inocuas hasta cancer, y segun su asociacién con cancer cervical y
lesiones preneoplasicas se clasifican en genotipos de alto y bajo riesgo. Los genotipos de
bajo riesgo incluyen al 6, 11, 42, 43 y 44, los cuales se asocian con la produccion de
verrugas en el tracto genital (especialmente el genotipo 6 y 11), y generalmente no son
oncogenicos (Bosch, 2006). Por otro lado, los VPH de alto riesgo son causantes de lesiones
gue pueden ser mucho menos evidentes, sin embargo estan asociados con mas del 99% de
los casos de cancer de cérvix. Los genotipos 16, 18, 31, 33, 39 y 45 se clasifican dentro de
este grupo (Hildesheim, 1997; Walboomers et al., 1999). En el cuadro 1 se muestran las

patologias asociadas a los diferentes genotipos del VPH (Burd, 2003).

Las infecciones por genotipos de alto riesgo siguen predominantemente un curso
silente, tienden a establecer infecciones persistentes y generan alteraciones citoldgicas
caracteristicas englobadas frecuentemente en el grupo de Neoplasia Cervical Grado 1 (CIN
1, del inglés Cervical Intraepithelial Neoplasia) o lesiones escamosas intraepiteliales de
bajo grado (LSIL, del inglés Low grade Squamous Intraepithelial Lesion). En una
proporcion menor las infecciones por VPH de alto riesgo pueden inducir lesiones
escamosas intraepiteliales de alto grado (CIN 2/3 o HSIL, del inglés High grade Squamous

Intraepithelial Lesion) y cancer cervical (Hildesheim, 1997; Schiffman et al., 1998).



Si bien se considera que todos los carcinomas de cérvix derivan siempre de lesiones

intraepiteliales, se estima que solo un bajo porcentaje de las lesiones de bajo grado

progresan. Por el momento no se cuentan con métodos de laboratorio para diferenciar entre

los casos que van a progresar y los que no (Melo et al., 2003).

Estudios prolongados han evidenciado la asociacion entre la capacidad de

progresion a CIN 2/3 o HSIL y el genotipo viral (Kitchener et al., 2006; Walboomers et al.,

1999). En el estudio epidemioldgico de Guanacaste en Costa Rica, se determind que las

infecciones por VPH 16 y 18 progresaron a lesiones de CIN 3 en un 17.2% y 13.6% de los

casos respectivamente, mientras que las infecciones por otros genotipos virales de alto

riesgo progresaron en un 3% (Herrero et al., 2008).

Cuadro 1. Genotipos de VPH y patologias asociadas (Burd, 2003)

Patologia

Tipos de VPH

Verrugas plantares
Verrugas comunes
Verrugas planas

Otras lesiones cutaneas

Epidermoplasia verruciforme
Papilomatosis respiratoria
recurrente
Hiperplasia epitelial de Heck
Papilomas/Carcinomas de
Conjuntiva
Condilomas acuminados
Neoplasia cervical intraepitelial

Inespecifica

Bajo riesgo

Alto riesgo

Carcinoma Cervical

1,2,4,63

2,1,7,4,26,27,29,41,57,65,77,1, 3, 4,10, 28

3,10, 26, 27, 28, , 38, 41, 49, 75, 76

6, 11, 16, 30, 33, 36, 37, 38, 41, 48, 60, 72, 73
2,3,10,5,8,9,12, 14,15, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 36, 37,
38, 47,50

6,11
13, 32

16

6,1
6, 11, 30, 42, 43, 45, 51, 54, 55, 70

1,
, 11,
30, 34, 39, 40, 53, 57, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69
6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 42, 43, 44, 45,51, 52, 74
16, 18, 6, 11, 31, 34, 33, 35, 39, 42, 44, 45, 51, 52, 56, 58, 66
16, 18, 31, 45, 33, 35, 39, 51, 52, 56, 58, 66, 68, 70




3.2 El Virus de Papiloma Humano

Los virus Papiloma, incluyendo al VPH, pertenecen a la familia Papovaviridae. Son

virus pequerfios, con un diametro aproximado de 55 nm y no estan envueltos por membrana.

Tienen una capside icosahédrica compuesta por 72 capsomeros, y su genoma viral consiste

en una Unica molécula de ADN doble banda circular que contiene aproximadamente 7900

pares de bases (pb) asociadas a histonas. EI ADN viral estd formado por ocho genes, de los

cuales seis codifican para proteinas tempranas (E) y dos para proteinas tardias (L). Todos

los marcos de lectura abiertos (ORF, del inglés Open Reading Frame) se encuentran en una

sola cadena (Mufioz et al., 2006).

El genoma funcionalmente se divide en tres regiones (Figura 1):

La primera es conocida como region larga de control o region reguladora, de
400 a 1000 pb, contiene el promotor para la proteina del core (p97) y
diversos elementos de regulacién de la transcripcién y origen de replicacion
del virus. Es la region con el mayor grado de variabilidad en el genoma
viral.

La segunda se considera una region de transcripcién temprana que consiste
en los ORFs E1, E2, E4, E5, E6 y E7. Las proteinas E5, E6, E7 estan
implicadas en la transformacion neoplasica y tanto E1 como E2 en la
replicacion del genoma viral, también E2 regula la expresion de los genes
tempranos, y particularmente reprime la expresion de los oncogenes E6 y

E7.
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iii. La tercera es una region de transcripcion tardia donde se encuentran los

genes L1 y L2 que codifican para las proteinas estructurales de la capside

(Guittoni, 2010; Burd, 2003).

HPV genome organization

URR E6

Promoter and URR < \
enhancer elements ==
A O
Viral ORI
1

E2
o

L1-Major capsid protein Es

L2-Minor capsid protein

Early genes
E1-Replication

E2-Replication and
transcription

E4-Viral release
E5-Immune evasion
E6-Binds p53
E7-Binds pRB

Figura 1. Representacion del genoma del VPH (Stanley, 2012).

La clasificacién vigente del VPH se basa exclusivamente en la caracterizacién del

genoma. Se considera que se trata de un nuevo genotipo si las secuencias de nucleétidos de

los ORF de E6, E7 y L1 presentan una homologia menor de 90% con otros genotipos

conocidos de VPH. Cuando la homologia se sitla en el rango de 90 a 98% indica un

subtipo, y cuando la identidad es mayor de 98%, se considera que es una variante. Los

genotipos son designados por numeros y los subtipos con letras, siguiendo un orden

cronoldgico con respecto a su descripcion. De esta manera han sido identificados mas de

130 genotipos, aunque s6lo unos 80 han sido completamente caracterizados (Beutner,

1997).
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3.3 Ciclo Infectivo del VPH

El VPH es un patégeno exclusivamente intraepitelial, la infeccion y multiplicacion
son dependientes de la diferenciacion del queratinocito. El virus infecta células basales a
través de microabrasiones del epitelio pero la expresion génica, la produccion de proteinas
virales y el ensamblaje viral ocurre en el estrato espinoso y granuloso del epitelio escamoso

(Figura 2) (Stanley, 2012).

Se ha propuesto que la a6 - integrina es posiblemente el receptor celular para el
VPH - 6, mientras que el heparan sulfato de la superficie celular permite que el VPH - 16 y
el VPH - 33 se puedan adherir a sus células hospederas. Ademas, se sugiere que es posible
que un receptor secundario o proteoglicanos estabilizadores también pueden estar
implicados en la unién del VPH, sin embargo los factores necesarios para la captacion del

virion adn no se conocen (Burd, 2003).

Las células de la capa basal se dividen continuamente y proveen un reservorio para
las regiones suprabasales. Después de la infeccion en los queratinocitos basales se da una
ronda de replicacion donde se producen de 50 a 100 copias extra cromosomicas del ADN
viral por célula. Este nimero de copias se mantiene constante en los queratinocitos basales

indiferenciados mientras transcurre la infeccion (Doorbar, 2005)

En los episomas, la expresion de genes virales es minima, la expresion de los
oncogenes E6 y E7 esta bajo un control muy estricto, sus proteinas son poco detectables, y
posteriormente se da la integracion viral en las células. Cuando el queratinocito infectado

entra al compartimento de diferenciacion, sale del ciclo celular, ocurre replicacion del ADN

12



viral, el nimero de copias aumenta por lo menos a 1000 copias por célula e incrementa la

expresion de los genes E6, E7 y los genes tardios (Stanley, 2012; Doorbar, 2005)

Virus laden cells ready for
desquamation and infection of 6-12 weeks

naive individual L1/L2, L1, L2, E4 A

Viral genomes at 1000's per cell
E6,E7,E1,E2,ES

Virus particles assembled

Differentiated cells
E and L viral
genes expressed

Dividing cells

Only E genes expressed
Very low levels of
protein made

Viral DNA amplification in
non-dividing cells

Virus and cell replicate together

Virus infects a primitive 0 weeks
basal keratinocyte
E1,E2,2,E5,E6,E7

Figura 2. Representacion del ciclo de infeccion del VPH en el epitelio escamoso (Burd,

2003).

3.4 Patogénesis: de la infeccion al cancer

El genoma del VVPH codifica s6lo para entre 8 y 10 proteinas, por lo que requiere de
la maquinaria celular para la regulacion y la transcripcién viral. Sin embargo, la ADN
polimerasa y otros factores de replicacion se producen en células mitéticamente activas y el
queratinocito esta destinado a salir del ciclo celular. Para sobrevivir, el virus debe codificar
proteinas que activen el ciclo celular en células que no estan en division, inhibir la
apoptosis y retrasar la diferenciacion del queratinocito para crear un ambiente permisivo

para la replicacion viral (Burd, 2003; Stanley, 2012).
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Al inicio de la infeccién, como se menciond anteriormente, el nimero de copias
virales es bajo y estas se encuentran extracromosémicamente, como episomas. Durante esta
etapa el ADN viral se distribuye difusamente por las células basales proliferantes y al
mantenerse un nimero de copias reducido, no se despierta una respuesta inmunolégica

(Muhoz et al., 2006).

Cuando el queratinocito entra al compartimento de diferenciacion y sale del ciclo
celular, se da la integracion del ADN viral al ADN del huésped. Dicha integracion
usualmente causa una delecion o alteracion del gen viral regulador E2, la cual provoca la
pérdida del control negativo de la expresion de E6 y E7. Los transcritos provenientes del
virus integrado son mas estables que los derivados del ADN viral episomal por lo que la
integracién ha sido asociado con una ventaja de crecimiento selectiva para las cepas del
VPH que logren integrarse en el genoma celular, como lo hace el genotipo 16 (Mufioz et

al., 2006).

Los productos génicos de E6 y E7 en una infeccién productiva por VPH causan una
desregulacién del ciclo celular del huésped uniéndose e inactivando la expresion de
proteinas supresoras de tumores, ciclinas celulares y quinasas dependientes de ciclinas con
el fin de facilitar la replicacion viral en una célula que ha concluido su diferenciaciéon y que

ya ha salido del ciclo celular (Burd, 2003).

La proteina E6 se une a p53 (proteina supresora de tumores) convirtiendola en un
blanco para la enzima ubiquitina ligasa, lo cual produce su degradacion en el proteosoma.
Esta degradacion tiene como consecuencia el bloqueo de las funciones normales de p53,

como inhibicion en G1, apoptosis y reparacion del ADN dafiado. Las proteinas de E6 de los
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virus de bajo riesgo no se unen a p53 a niveles detectables y no tienen ningun efecto en la

estabilidad de p53 in vitro (Guittoni, 2010).

El producto génico de E7 se une a la forma hiperfosforilada de las proteinas de la
familia Rb (proteina del retinoblastoma). Esta union interrumpe la unién del complejo Rb y
el factor de transcripcion E2F-1 liberando dicho factor y de esta forma se da la
transcripcion de genes cuyos productos son necesarios para que la célula entre a la fase S
del ciclo celular (Figura 3). E7 también puede unirse a otras proteinas mitdticas como
ciclina E. El resultado final es una estimulacion de la sintesis de ADN vy proliferacion
celular. Las proteinas E7 de los VPH de bajo riesgo se unen a Rb con poca afinidad

(Guittoni, 2010).

-
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Figura 3. Efecto de las proteinas E6 y E7 sobre el ciclo celular del VPH (Burd, 2003).

15



De esta manera, el ADN viral se replica y el virus se ensambla en una célula
destinada a morir, por lo que no hay ni citolisis inducida por el virus ni necrosis, no se
genera inflamacion y la activacion de las células dendriticas se dificulta asi como la
generacion de una respuesta inmune efectiva. Ademas, el VPH no produce viremia y al
igual que todos los virus ADN, tiene mecanismos para inhibir la sintesis de interferon por
la célula hospedera. Estas caracteristicas virales generan infecciones cronicas por largos
periodos de tiempo sin que sean detectadas por el sistema inmune del hospedero (Pett et al.,

2004).

3.5 Métodos diagndsticos

Para la deteccion tanto de la infeccion viral, como de las lesiones que causa el VPH
se han implementado diferentes técnicas. La citologia convencional con la tinciéon de
Papanicolaou sigue siendo una de las principales técnicas para la deteccion de displasias,
especialmente las ocasionadas por VPH de alto riesgo. La prueba de Papanicolaou es una
herramienta de evaluacidon que busca cambios en las células de la zona de transformacion
del cuello uterino, donde en la mayoria de los casos los cambios son ocasionados por el

VPH. (Webersinke, et al., 2013; Roland et al., 2011).

La citologia de monocapa es una técnica de amplio uso actual. La muestra se
obtiene a partir de un cepillado cervical al igual que en la citologia convencional, pero en
este caso se coloca en una solucion conservante. Al utilizar esta técnica se facilita el
analisis de la muestra, ya que las células son colocadas en una sola capa y ademas el
tratamiento que se lleva a cabo permite descartar posibles artefactos, eliminar la mayor

cantidad de moco, proteinas, células sanguineas, levaduras, bacterias, dejando una muestra
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limpia para la blasqueda de células anormales (Alameda et al., 2007; Hutchinson et al.,

1999).

Las pacientes que presentan resultados anormales de Papanicolaou, se evalGan
mediante colposcopia y de ser necesario con biopsia dirigida por colposcopia. En esta
técnica se explora el cuello uterino por medio de un colposcopio, el cual da una imagen
aumentada del tejido. También se puede aplicar una solucion de &cido acético al 3%,
permitiendo la observacion de patrones caracteristicas de displasia o carcinoma. En caso
que las anomalias no se logren detectar o toda la uniéon escamo - columnar no pueda ser
visualizada, se realiza una biopsia de cono cervical (Boulanger et al., 2011; van Niekerk et

al., 1998).

La biopsia se puede utilizar para confirmar la mayoria de los diagndsticos, mediante
la observacidén de caracteristicas patoldgicas de la infeccion por VPH, tales como la
hiperplasia epitelial (acantosis) y la vacuolizacion citoplasmatica degenerativa
(coilocitosis), en los queratinocitos diferenciados terminales con ndcleos atipicos

(Webersinke et al., 2013).

La hibridacion in situ se puede utilizar para detectar el ADN o ARN del VPH
presente en biopsias. Se utilizan sondas marcadas con algin radioisétopo, fluorocromo o
enzima, y son detectados posteriormente por radiactividad, fluorescencia, o formacién de
una reaccion cromogenica. En la hibridacion in situ se pueden detectar secuencias de acidos
nucleicos del VPH dentro de las células individuales, y se puede realizar un estudio

histopatolégico simultaneo de las alteraciones morfoldgicas (Pannone, 2012).

17



De forma similar la técnica de hibridacién reversa permite la deteccion de acidos
nucleicos del virus, pero en este caso se debe realizar previamente un paso de extraccion y
amplificacion del ADN viral. Posteriormente se lleva a cabo la hibridacion con secuencias
gendmicas del VPH unidas de forma covalente a membranas de nylon. La deteccion de
diferentes genotipos virales se puede visualizar por reacciones con conjugados que
propician un cambio de color en los sitios donde se haya dado la hibridacion (Kleter et al.,

1999).

Se han creado también ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) tipo
especificos, que se basan principalmente en las variaciones de las secuencias de los genes
E6 y E7 de los diferentes genotipos del VPH, especialmente los de alto riesgo. Se presenta
una sensibilidad analitica que puede variar entre 10 y 200 genomas de VPH por muestra,

dependiendo de la técnica que se utilice (Herrel et al., 2009; Mori et al., 2011).

La captura de hibridos, especialmente en su version Il (hc2) es ahora muy utilizada.
En una primera etapa se realiza una desnaturalizacién del ADN, el cual sera hibridado a
sondas de ARN, posteriormente se realiza la captura de hibridos ADN-ARN en una fase
solida y se hacen reaccionar con anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina, se genera
una sefial quimioluminiscente amplificada que permite la deteccion cualitativa del VPH

(Tenna et al., 2005).

Las técnicas inmunohistoquimicas también se han usado para detectar alteraciones
causadas por el VPH, un ejemplo es la expresion de la proteina nuclear Ki67. Esta proteina

esta directamente relacionada con la proliferacion celular, por lo cual es ampliamente
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utilizada como complemento en el diagnostico de procesos tumorales (Klimowicz et al.,

2012).

Ki67 es una proteina nuclear no histénica que se expresa en todas las fases del ciclo
celular (G1, S, G2 y M) pero estando ausente en células en reposo (fase G0), por lo que es
un marcador ideal en tejidos neoplasicos. En un tejido normal, como es el caso del epitelio
escamoso, la capa basal es la zona donde se ubica el compartimento celular en
proliferacion, donde se detectaria el marcaje con Ki67, y en los casos donde se presenta una
displasia cervical, se puede detectar un marcaje en las capas superiores. Una sefial de
proliferacion sostenida es una evidencia de transformacion maligna. Ademas, Ki67 se
utiliza para verificar que las displasias sean de alto o bajo grado, debido a que puede existir
un sesgo en el diagnéstico morfolégico en la histopatologia (Jackson et al., 2012;

Klimowicz et al., 2012).
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4. JUSTIFICACION

Las lesiones producidas por VPH a nivel genital son la enfermedad de transmision
sexual generada por un agente viral mas frecuente a nivel mundial. Cada afio se asocia con
al menos 500 000 nuevos casos de cancer cervical y 250 000 muertes por cancer de cuello
uterino en el mundo (Paavonen, 2007). Nuestro pais no es la excepcion, ya que segun datos
del Ministerio de Salud, en Costa Rica el cancer de cuello uterino ocupa el cuarto lugar de
muertes por malignidades en mujeres (Ministerio de Salud, 2014), de ahi que su estudio

debe ser considerado de gran importancia.

Estudios prolongados de cohorte han evidenciado asociacion de la capacidad de
progresion de las lesiones intraepiteliales con el genotipo viral que estd causando la
infeccion, por esta razén, se ha propuesto el uso de métodos moleculares para la
tipificacion del VPH involucrado en las lesiones de diferente grado en busca de una base de
conocimiento que permita asociar éstas al riesgo que tienen las mujeres costarricenses de

desarrollar lesiones displasicas de alto grado.

Cabe destacar que actualmente la biopsia se considera el estandar de oro para el
diagnostico clinico de lesiones intraepiteliales de cuello uterino, y complementarlo con
pruebas moleculares, asi como con marcadores inmunohistoquimicos puede ser de gran

ayuda para el diagnostico y seguimiento de las pacientes.

En nuestro pais se ha realizado tipificacion de VPH a partir de citologias cervicales,

por lo que se realizé la tipificacion del VPH usando bloques de tejido de cuello uterino
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parafinado, donde, a partir de diferentes cortes de solo una muestra se puede implementar

tanto el analisis histologico, la inmunohistoquimica asi como la tipificacion del VPH.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar los genotipos de VPH segln el grado de lesion displasica y deteccion
inmunohistoquimica del marcador Ki67 en 34 biopsias de cuello uterino de mujeres que
asistieron a consulta al servicio de Ginecologia del Hospital Dr. Max Peralta de Cartago en

el ano 2013.

5.2 Objetivos especificos

1. Realizar la técnica de PCR e hibridacion reversa para la deteccion y tipificacion del
VPH en 34 biopsias de cuello uterino procesadas en el afio 2013 en el Hospital Dr.
Max Peralta de Cartago.

2. Detectar la proliferacion celular maligna en 15 biopsias de cuello uterino de
pacientes del Hospital Dr. Max Peralta de Cartago del afio 2013, por medio de la
deteccion inmunohistoquimica del marcador Ki67.

3. Determinar la frecuencia de diferentes genotipos del VPH en 34 biopsias de cuello
uterino de pacientes del Hospital Dr. Max Peralta de Cartago, en el afio 2013.

4. Determinar la frecuencia de coinfecciones por diferentes genotipos de VPH en 34
biopsias de cuello uterino de pacientes del Hospital Dr. Max Peralta de Cartago, en

el afio 2013.
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6. METODOLOGIA

6.1 Seleccion de las muestras

Se trabajo con 34 biopsias de cuello uterino, de mujeres que asistieron a consulta al
Servicio de Ginecologia del Hospital Dr. Max Peralta de Cartago en el afio 2013. Estas
biopsias fueron facilitadas por el servicio de patologia de este centro medico. Se
seleccionaron como muestras de estudio biopsias de tejido de cuello uterino parafinado, y
con lesion displésica (anormalidad en el aspecto celular). Se evaluaron 17 muestras con
lesion de bajo grado y 17 muestras con lesion de alto grado. Ademas se incluyé como
control negativo tejido parafinado de trompas de Falopio, ya que en este tejido no se

presenta infeccion por VPH.

6.2 Extraccion de ADN viral a partir de biopsias uterinas parafinadas

Se realiz6 extraccion de ADN gendmico del VPH siguiendo el protocolo “Puregene
Tissue Kit” de Quiagene a partir del tejido parafinado de cuello uterino, segun se describe
en el procedimiento “DNA Purification from FFPE Tissue Using the Gentra Puregene

Tissue Kit (Gentra® Puregene® Handbook, 2011).

6.3 Amplificacion de ADN viral mediante PCR

Se realizd PCR para amplificar las regiones E6 y E7 de 19 genotipos del VPH: 16,
18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 73 y 82, para lo cual se utiliz6

el Kit comercial PAPILLOMASTRIP (OPERON S.A).
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Se emplearon primers especificos para cada uno de los 19 genotipos de VPH vy se
utilizé el gen de B-globina (BGB) como control e indicador de ausencia de inhibidores de la
PCR en la muestra de ADN amplificada (incluido en el kit comercial). La mezcla de
reaccion se realizd segun el procedimiento indicado en el Kit PAPILLOMASTRIP
(OPERON S.A). La amplificacion del ADN se ejecutd de la siguiente manera: 94 °C
durante 5 min, sequido de 35 ciclos de: 94 °C, 1 min; 58 °C, 1 min; 72 °C, 1 min; 72 °C, 5

min; 4 °C. Las muestras amplificadas se congelaron a -20 °C, hasta su posterior analisis.

6.4 Hibridacion y revelado

Para la hibridacion se utilizaron membranas de nylon con sondas unidas de forma
covalente del Kit PAPILLOMASTRIP (OPERON S.A), para detecciéon de los diferentes

genotipos de VPH en estudio, ademas de una sonda para el control de amplificacién (BGB).

La deteccion de los fragmentos hibridados a las diferentes sondas se realizo
mediante el uso de un conjugado (estreptavidina-peroxidasa) por uniéon a una marca de
biotina afiadida a los fragmentos de ADN amplificados durante la PCR. Tras la adicion de
un sustrato de la peroxidasa (TMB) se generd un precipitado de color azul donde se

presentaba la hibridacion.

Como resultado final de la prueba se obtuvo un patron de bandas que se interpretd

siguiendo el patron de una tira control incluida en el kit utilizado.
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6.5 Analisis Inmunohistoquimico

Se realizo la deteccion inmunohistoquimica de la proteina Ki67, segin se indica en
el protocolo “Monoclonal Mouse Anti-Human Ki-67 Antigen, Clone MIB-1, Code M7240”

de Dako (Dako, 2011).
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7. RESULTADOS

7.1 Deteccion y determinacion de genotipos del VPH

Para la extraccion del ADN viral se utilizé la metodologia “Puregene Tissue Kit” de
Quiagene ya que fue la técnica que mostré mejor recuperacion del ADN. Posteriormente,
se implementd la técnica de PCR e hibridacién reversa para determinar los genotipos del

VPH en las diferentes muestras en estudio (Figura 5,6y 7).

Figura 5. Hibridacion reversa. Se muestra un control
negativo (Tejido de trompas de Falopio), se observa
cémo se tifien los controles de hibridacion, la BGB que
es el control de amplificacién durante la PCR, y una
linea negra y una roja que son los controles de

posicionamiento de la tira.
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Figura 6. Hibridacién reversa. Se muestra el resultado de
una hibridacion reversa positiva por los genotipos del VPH

31, 39,52y 58.

Figura 7. Hibridacion reversa. Se muestra el resultado de
una hibridacion reversa positiva por el genotipo 39 del

VPH.
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Se determind la frecuencia de diferentes genotipos del VPH en 34 biopsias
cervicales de pacientes del Hospital Dr. Max Peralta de Cartago durante el afio 2013, donde
se obtuvo como resultado que el genotipo mas comun de VPH fue el 39, el cual se present6
en el 53% de las biopsias, mientras que el menos frecuente fue el 35 el cual se presentd solo

en uno de los 34 casos estudiados (Cuadros 3y 4).

El genotipo 16 se present6 en el 35,3% de los casos estudiados, mientras que el

genotipo 18 se detecto en el 23,5% de las biopsias (Cuadro 4).

Los genotipos 26, 33, 45, 59, 66, 68, 69, 73 y 82, no fueron detectados en ninguna

de las biopsias estudiadas.

Dentro del grupo de lesiones de bajo grado el genotipo que se detectd mas
frecuentemente fue el 18, el cual estaba presente en el 53% de estos casos (9 de las 17
biopsias); el genotipo 16 se detectd solo en 2 de las 17 biopsias con lesiones de bajo grado

estudiadas.

Por otro lado, en el grupo de lesiones cervicales de alto grado estudiadas, el
genotipo mas comun fue el 39 (en el 70% de las biopsias). El genotipo 18 no se detectd en

ninguna de estas biopsias y el genotipo 16 se present6 en el 59% de las biopsias.
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Cuadro 3. Genotipos de VPH en biopsias uterinas de pacientes del hospital Max Peralta de

Cartago en el afio 2013.

Muestra Genotipos Lesidn displasica

1 56 Bajo grado
2 31, 39, 52, 56, 58 Alto grado
3 31, 39, 52, 58 Alto grado
4 16, 39, 58 Alto grado
5 16, 39, 52, 56, 58 Alto grado
6 16, 39, 58 Alto grado
7 39,52 Alto grado
8 39 Alto grado
9 31, 39, 52, 58 Alto grado
10 31, 39, 58 Bajo grado
11 31, 39, 52, 58 Bajo grado
12 31, 39,52 Bajo grado
13 16, 31, 39, 52, 58 Alto grado
14 16 Alto grado
15 16, 39, 58 Alto grado
16 58 Alto grado
17 18,53 Bajo grado
18 18, 51, 53 Bajo grado
19 18, 35, 39, 51, 53 Bajo grado
20 16, 18 Bajo grado
21 56 Bajo grado
22 18 Bajo grado
23 16, 18 Bajo grado
24 18,51, 53 Bajo grado
25 39 Alto grado
26 16, 39, 52, 58 Alto grado
27 31, 39, 58 Bajo grado
28 16, 31, 58 Alto grado
29 39 Bajo grado
30 18, 51, 53 Bajo grado
31 16 Alto grado
32 16 Alto grado
33 Negativo ! Bajo grado
34 18 Bajo grado

Control Negativo Negativo *

Control Negativo Negativo 2

Control Negativo Negativo *

! Negativo para los genotipos de VPH en estudio.

2 Como controles negativos se utilizaron tejidos de Trompas de Falopio.
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Cuadro 4. Frecuencia de los genotipos de VPH en biopsias cervicales de pacientes del

Hospital Dr. Max Peralta de Cartago, en el afio 2013.

Genotipo 16 18 31 35 39 51 52 53 56 58

Frecuencia 353 235 265 29 529 118 265 14,7 118 412
(%)

7.2 Deteccién inmunohistoquimica del marcador Ki67

Sé realiz6 deteccion inmunohistoquimica del marcador Ki67 en 15 biopsias

cervicales, de donde se obtuvieron los siguientes resultados:

Figura 5. Muestra de alto marcaje con Ki67.
La muestra corresponde a coinfeccion por
VPH genotipos 16, 39 y 58 (determinado por

hibridacidon reversa en el estudio).

Figura 6. Muestra de bajo marcaje con
Ki67. Corresponde a una coinfeccion por
VPH de los genotipos 31, 39, 52, 56, 58
(determinado por hibridacion reversa en el

estudio).
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Figura 7. Muestra de alto marcaje con Ki67.
Corresponde a infeccion por VPH de los
genotipos 16, 31, 39, 52, 58 (determinado

por hibridacién reversa en el estudio).

Figura 8. Muestra de bajo marcaje con
Ki67. Corresponde a una infeccion por VPH
genotipo 39 (determinado por hibridacién

reversa en el estudio).

Figura 9. Muestra de alto marcaje con ki67.
Corresponde a una infeccion por VPH
genotipo 16 (determinado por hibridacion

reversa en el estudio).
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Figura 10. Muestra de alto marcaje con Ki67.
Corresponde a coinfeccion por VPH
genotipos 16, 39 y 58 (determinado por

hibridacién reversa en el estudio).

Figura 11. Muestra de bajo marcaje con
Ki67. Corresponde a infeccion por VPH
genotipo 56 (determinado por hibridacion

reversa en el estudio).

Figura 12. Muestra de bajo marcaje con Ki67.
Corresponde a infeccién por VPH genotipos
18, 51 y 53 (determinado por hibridacion

reversa en el estudio).
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Figura 13. Muestra de alto marcaje con
Ki67. Corresponde a infeccion por VPH
genotipo 16 (determinado por hibridacion

reversa en el estudio).

Figura 14. Muestra de alto marcaje con
Ki67. Corresponde a infeccion por VPH
genotipo 58 (determinado por hibridacién

reversa en el estudio).

i :E;L;fi:: 25 .ﬂ'

Figura 15. Muestra de alto marcaje con
Ki67. Corresponde a coinfeccién por VPH
genotipos 16, 39, 52, 56, 58 (determinado

por hibridacién reversa en el estudio).
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Figura 16. Muestra de alto marcaje con Ki67.
Corresponde a infeccion por VPH genotipo
16 (determinado por hibridacién reversa en el

estudio).

Figura 17. Muestra de alto marcaje con
Ki67. Corresponde a coinfeccion por VPH
genotipos 39, 52 (determinado por

hibridacién reversa en el estudio).

Figura 18. Muestra de alto marcaje con
Ki67. Corresponde a coinfeccién por VPH
genotipos 31, 39, 52, 58 (determinado por

hibridacion reversa en el estudio).
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Figura 19. Muestra de bajo marcaje con

Ki67, se limita a la capa basal.

7.3 Coinfecciones

Se pudo determinar que en el 64,7% de las biopsias estudiadas se presentaban
coinfecciones, siendo en la mayoria de los casos por mas de 3 genotipos diferentes del
VPH. En el 35,3% de las muestras solo se detect6 la presencia de un genotipo del virus

(Cuadros 3y 4).

La asociacién mas frecuente fue entre los genotipos 31, 39, 52 y 58, los cuales se
presentaron de forma conjunta en el 14,7% de las biopsias. El genotipo 16 se detectd
formando coinfecciones en el 26,5% de las muestras, mientras que el genotipo 18 se
encontrd en el 20,5% de las biopsias estudiadas. En dos de los 34 casos estudiados se
detectd la presencia de VPH genotipos 16 y 18 causando infeccion en tejido uterino en

forma conjunta.
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8. DISCUSION

La determinacion del genotipo de VPH causante de lesiones uterinas se torna
importante para ayudar en el diagndstico y guiar el tratamiento de las pacientes que lo
padecen. Si en nuestro pais se lograra implementar la determinacion del genotipo de VPH
causante de la infeccion, podria enfocarse el tratamiento en aquellas pacientes que
presentan LSIL o HSIL ocasionadas por virus de alto riesgo, guiando asi el seguimiento en

la prevencion del avance de la lesion y del cancer uterino.

Actualmente se indica que la deteccion de los genotipos de VPH en muestras
cervicales, usando técnicas de biologia molecular se torna indispensable, y para un futuro
cercano debe incluirse como método de rutina acompafiando a la citologia cervicovaginal,
para la prevencion, el diagnostico y el tratamiento del cancer de cérvix, especialmente en

mujeres mayores de 30 afios (Chacon et al., 2006).

El genotipo 39 fue el mas frecuente en las biopsias estudiadas, el cual se detectd en
el 52,9% de los casos. Este genotipo se ha descrito como uno de los mas comunes en
América Latina, con respecto al resto del mundo (Rios et al., 2010). Se podria especular
que en los 34 casos estudiados, circula una variante bastante virulenta, la cual podria estar
contribuyendo de una forma importante en la transformacion maligna del cancer cervical,
especialmente considerando que la frecuencia mas alta de este genotipo se presentd en las

lesiones cervicales de alto grado.

Las investigaciones indican que los principales genotipos de alto riesgo detectados

tanto en lesiones como en carcinomas cervicales son el 16 y 18, con frecuencias del 50%
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para el genotipo 16 y del 20% para el genotipo 18 (Mufioz et al, 2003; Smith et al, 2007),
se puede resaltar que ambos fueron detectados de forma importante en las biopsias
estudiadas. En las lesiones cervicales de alto grado el genotipo 16 fue detectado en el 59%
de las biopsias, y el genotipo 18 fue detectado mayormente en las lesiones de bajo grado
(en el 53% de los casos). Al detectarse un genotipo como el 16 y el 18 aln en lesiones de
bajo grado, debe ser siempre punto de atencidn puesto que las investigaciones demuestran
que existe asociacion directa entre los genotipos de VPH de alto riesgo y la futura
progresion de la lesion displasica. (Kitchener et al., 2006; Walboomers et al., 1999; Herrero

et al., 2008).

Ademas, en la mayoria de las biopsias estudiadas se detectaron coinfecciones por
VPH (en el 64,7%), donde en muchos casos, los genotipos 16 o 18 se presentaron en
asociacion con otros genotipos del virus, con lo que se podria especular que el principal
causante de las lesiones en estas pacientes sean estos genotipos del virus, al ser los que se
han asociado de forma mas importante a la aparicion de lesiones displasicas, especialmente

de alto grado y cancer (Mufioz et al, 2003; Smith et al, 2007).

A lo largo del tiempo se han desarrollado cantidad de investigaciones enfocadas en
el estudio de las coinfecciones del VPH, y aungque alin no existe un panorama claro de su
importancia clinica, se han asociado especialmente con pacientes que presentan lesiones

cervicales de alto grado (Garcia et al., 2013).

Se ha indicado que las infecciones multiples se pueden asociar a reinfecciones, lo

que podria llevar a una mayor persistencia y progresion de la infeccion (Garcia et al.,

37



2013), de ahi la importancia de la deteccion de los diferentes genotipos del virus por

técnicas como la hibridacion reversa usada en el presente estudio.

Es importante ademas rescatar la importancia de la deteccién temprana de los
genotipos que estan causando las lesiones cervicales, especialmente en las de bajo grado. Si
se logra determinar que estas lesiones estan siendo causadas por genotipos de VPH de alto
riesgo, como se evidencié en muchas de las biopsias estudiadas en el presente estudio,
permite al médico tratante dar un enfoque especial a estas pacientes, ya que existe un mayor
riesgo de que en el futuro desarrollen una lesion de alto grado, e incluso un carcinoma

cervical.

En el caso de marcadores inmunohistoquimicos, como es el caso del Ki67, pueden
ser una herramienta importante en la determinacion del grado de las lesiones cervicales,
especialmente en aquellos casos en los que el diagnostico histopatolégico se torna confuso,
brindando diagnosticos mucho mas certeros; y en asociacion con la determinacion del
genotipo que esta causando la infeccion se podria enfocar el tratamiento en aquellas

pacientes que lo ameriten.

La presente investigacion al ser de tipo descriptiva genera una base fundamental para
futuros estudios con una poblacién representativa, donde se permita correlacionar la
histopatologia de las lesiones cervicales, los genotipos del VPH causantes de la infeccién y

marcadores inmunohistoquimicos a partir de biopsias de cuello uterino.

Ademas, a pesar que los resultados obtenidos no son interpolables a una poblacién
especifica, surge la idea de realizar nuevos estudios en nuestro pais para determinar si

genotipos del VPH de alto riesgo diferentes al 16 y 18 circulan de forma importante, para
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valorar investigaciones dirigidas a realizar nuevas vacunas que generen proteccién contra

estos genotipos.

Cabe mencionar que dentro de las principales limitaciones que presento6 el estudio
fue la ausencia de controles positivos, especialmente de muestras con coinfecciones, con lo

cual se daria una mayor validez a los resultados obtenidos.

Otro aspecto a sefalar, fue el no poder realizar la deteccion inmunohistoquimica del
marcador Ki67 a todas las muestras estudiadas, ello por limitaciones de infraestructura del

laboratorio donde se realizaban estos analisis.
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9. CONCLUSIONES

La determinacion de los genotipos de VPH por medio de una técnica de hibridacion
reversa puede ser usada como herramienta diagndstica en biopsias de cuello uterino que

presenten displasia cervical.

El genotipo 39 del VPH fue el mas frecuente en las 34 biopsias cervicales
estudiadas, y un 65% de estas muestras presentd coinfecciones, siendo la asociacion mas

comun entre los genotipos de VPH 31, 39, 52 y 58.

La deteccidn del marcador inmunohistoquimico Ki67 permitié determinar las zonas
de proliferacion celular y confirmar la relacion entre la infeccion por el VPH y la presencia

de displasia cervical en las 34 biopsias estudiadas.
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11. ANEXOS

A continuacion se adjunta el documento de aprobacion extendido por el Comité de Bioética
de la Caja Costarricense del Seguro Social, para llevar a cabo dicha investigacion,

protocolo: CLOBI-HMP-002-2012.
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:AJA COSTARRIC E NS E D E SEG U RO SOC 'AL BENEMERITO HOSPITAL DR. MAXIMILIANO PERALTA TEL.: 2550-1999 FAX: 2562-3252

www.hmp.sa.cr

~ Caja Costarricense de Seguro Sockal

. ! : 9,!" Centro de Desarrolio Estratégico e Informacion .
.@ en Salud y Seguridad Social

—— TEL (506) 519-3044
www.cendelsss.sa.cr
E CLOBI-HMP-02-12
- 08 de Junio de 2012

= Titulo del proyecto: “Estudio de las Displasias Cervicales en Biopsias Parafinadas del Hospital Dr.
5 Max Peratta Jiménez del afio 2009-2011 por PCR Multiple anidado para Virus de Papiloma Humano
e Inmunohistoquimica con los marcadores P53, P16 y Ki-67"

- Numero de protocolo asignado: CLOBI-HMP-002-2012 Sesion CLOBI-CCSS: |
Fecha: 25 de enero del 2012

) Nombre de_l lnve_stlgador principal: e Sl
Dr. José Luis Quirés Alpizar . . .
Licenciadcs en Medicina

Maria José Suarez Sanchez
Lugar de Trabajo: Hospital Dr. Max Peralta

Direcclon: | 200 metros Sur de la esquina Suroeste del Parque Central de Cartago.

Teléfono: 8893-5051 / 8844-2106 Correo electronico: dr.quiros@gmail.com
: majosu@gmail.com

Facsimile: 2222-1581 Beeper: NA

RESOLUCION TOMADA POR EL CLOBI-CCSS RECOMENDADO

ANALISIS DE LA PROPUESTA DE INVESTIGACION

El Comité Local de Bioética en Investigacion (CLOBI-CCSS) reviso, en la sesion ordinaria
IV-2012, celebrada el 24 de abril del 2012, la propuesta de investigacién mencionada. Al
respecto, una vez analizada la documentacion correspondiente, el CLOBI-CCSS avala
dicha propuesta.

Por lo anterior, y considerando que para que un estudio tenga validez cientifica debe el
protocolo contemplar la descripcion de todos los procedimientos que se llevaran a cabo
para que. sus resultados puedan ser reproducibles, el Comité Local de Bioética en
Investigacién acuerda, por unanimidad de sus seis (7) miembros presentes,
RECOMENDAR esta propuesta de investigacién. ACUERDO FIRME (por consenso).
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Vicepresidente
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' Copla Dr. Eduardo Cambronero Hernandez
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Dr. José Luls Quiros Alpizar | Maria José Suarez Sanchez
Archivo CLOBI-HMP-I-12
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