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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar la tipificaciéon de VPH por reaccién en
cadena de la polimerasa del VPH en relacion con la citologia anormal del
Papanicolaou en el Hospital Il Essalud - Hudnuco 2016-2017. Estudio descriptivo;
de tipo observacional, prospectivo, longitudinal y bivariado; de disefio
epidemioldgico - relacional con componente analitico, en la que se incluyeron 52
mujeres con citologia positiva para lesion escamosa intraepitelial. La tipificacion de
las muestras fue realizada por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). En el
analisis de regresion logistica multivariada se puede predecir la ocurrencia de la
enfermedad, indicandonos que existe un 70% de que las caracteristicas
epidemioldgicas pueden estar asociadas a la presencia del VPH. Al Tipificar los
virus del papiloma humano mediante la técnica de reaccidon en cadena de la
polimerasa en la muestra en estudio con citologia anormal el 61,5 % no presenta
ningun genotipo; el 34.6% genotipo de alto riesgo oncogénico (16, 31, 45, 52, 58) y
el 3.8% genotipo de bajo riesgo oncogeénico (11). El analisis inferencial demostré
gue los genotipos de alto riesgo oncogénico presentaron relacion con los resultados
citopatoldgicos del Papanicolaou en medio liquido y con las anormalidades de las
células epiteliales evidenciadas en el PCR; los genotipos de bajo riesgo
oncogénico, no muestran relacion con los resultados citopatologicos y los genotipos
asociados, se relacionan con los resultados citopatoldgicos evidenciados con el
PAP en medio liquido y con los resultados de anormalidades de las células
epiteliales evidenciadas en el PCR.

Palabras clave: tipificacion, virus de papiloma humano, citologia positiva,

caracteristicas clinico-demogréficas.
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ABSTRACT

The objective of this study was to determine HPV typing by HPV polymerase chain
reaction in relation to abnormal Papanicolaou cytology at Hospital Il Essalud -
Huanuco 2016-2017. Descriptive study; of observational, prospective, longitudinal
and bivariate type; of epidemiological design - relational with analytical component,
in which 52 women with positive cytology for squamous intraepithelial lesion were
included. The typing of the samples was performed by polymerase chain reaction
(PCR). In the multivariate logistic regression analysis, the occurrence of the disease
can be predicted, indicating that there is a 70% that the epidemiological
characteristics can be associated with the presence of HPV. When typing human
papillomavirus using the polymerase chain reaction technique in the study sample
with abnormal cytology, 61.5% did not present any genotype; 34.6% genotype of
high oncogenic risk (16, 31, 45, 52, 58) and 3.8% genotype of low oncogenic risk
(11). The inferential analysis showed that the genotypes of high oncogenic risk
presented relation with the cytopathological results of the Papanicolaou in liquid
medium and with the abnormalities of the epithelial cells evidenced in the PCR; The
genotypes of low oncogenic risk, do not show relationship with the cytopathological
results and the associated genotypes, are related to the cytopathological results
evidenced with the PAP in liquid medium and with the results of epithelial cell
abnormalities evidenced in the PCR.

Key words: typing, human papilloma virus, positive cytology, clinicaldemographic

characteristics.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar a tipificacdo do HPV por reagdo em
cadeia da polimerase do HPV em relacdo a citologia Papanicolaou anormal
no Hospital Il Essalud - Huanuco 2016-2017. Estudo descritivo; de tipo
observacional, prospectivo, longitudinal e bivariado; de desenho
epidemioldgico - relacional com componente analitico, no qual foram incluidas
52 mulheres com citologia positiva para lesédo intraepitelial escamosa. A
tipagem das amostras foi realizada pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Na analise de regressao logistica multivariada, a ocorréncia da doenca
pode ser prevista, indicando que ha 70% que as caracteristica
epidemioldgicas podem estar associadas a presenca do HPV. Ao tipificar o
papilomavirus humano utilizando a técnica de reacdo em cadeia da
polimerase na amostra do estudo com citologia anormal, 61,5% né&o
apresentaram nenhum genotipo; 34,6% gendtipo de alto risco oncogénico (16,
31, 45, 52, 58) e 3,8% genotipo de baixo risco oncogénico (11). A analise
inferencial mostrou que os genotipos de alto risco oncogénico apresentaram
relacdo com os resultados citopatolégicos do Papanicolau em meio liquido e
com as anormalidades das células epiteliais evidenciadas na PCR; gendtipos
baixo risco oncogénico mostrar qualquer relacdo com resultados de
citopatologia e genoétipos associados estéo relacionados com os resultados
de citopatologia produzidos com PAP em meio liquido, e os resultados de
anormalidades das células epiteliais evidenciados na PCR.

Palavras-chave: tipagem, virus do papiloma humano, citologia positiva,

caracteristicas clinico-demogréficas.
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INTRODUCCION

El cancer de cuello uterino (CCU) constituye un problema de salud publica a
nivel mundial, en la regién de las Américas y en nuestro pais, por su alta
mortalidad como por la discapacidad que produce, es la segunda neoplasia
mas frecuente en la poblacion femenina a nivel mundial y uno de los
problemas mas algidos es el diagnostico tardio de los casos de cancer de
cuello uterino como consecuencia de las debilidades del sistema de salud y
los temores de la poblacién. Se estima que a nivel mundial se diagnostican
aproximadamente 12.7 millones de casos nuevos de cancer cada afio, sin
gue se produzca una mejora sustancial en el control del cancer, se prevé que
para el afio 2030, esta cifra anual se elevara a 21.3 millones de casos nuevos
por efecto del envejecimiento poblacional y por el cambio de los estilos de
vida (consumo de tabaco, alcohol, dieta poco saludable), estas variables
llevan a un costo de tratamiento mas elevado y a resultados sub 6ptimos con
impacto negativo en la supervivencia de las pacientes (OPS 2011). La
Organizacion Mundial de la Salud estima que para el afio 2005 se produjeron
7.6 millones de defunciones por cancer y que en los proximos 10 afos
moriran 84 millones mas si no se emprenden acciones. Mas del 70% de todas
las muertes por cancer se produjeron en paises con ingresos econémicos
bajos y medios, paises donde los recursos disponibles para la prevencion,
diagndstico y tratamiento son limitados o inexistentes. Se estima que cuando
se aplican métodos de diagnostico precoz se podrian prevenir al menos 40%
de casos de cancer de cuello uterino.

En la actualidad, se han detectado cerca de 200 tipos de HPV, de los cuales,
aproximadamente 40 tipos infectan la mucosa cervical. Estos son clasificados

como bajo o alto riesgo oncogénico, basados en asociaciones
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epidemiologicas conocidas. El grupo de alto riesgo oncogénico comprende los
tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82 que son
detectados en mas del 95% de los casos de carcinoma cervical.

Frente a estas consideraciones, el Ministerio de Salud en cumplimiento de
sus funciones como ente Rector en el Sector Salud, en el marco de la Ley
29889, y lo dispuesto en el Decreto Supremo N° 009-2012-SA, que declara
de interés nacional la Atencién Integral del Cancer y Mejoramiento del Acceso
a los Servicios Oncoldgicos en el Pera.

En el Perd es una neoplasia de alta incidencia y mortalidad, ocupando el
tercer puesto como causa de muerte por cancer en mujeres; es mas frecuente
en Loreto (29.4% de todos los canceres en esa region). Las tasas ajustadas
de mortalidad por 100,000 habitantes mas altas son de Loreto (18.0), seguido
de Huanuco (12.8). En pacientes referidas al Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas - INEN entre el 2012-2014, los genotipos mas
frecuentes fueron 16 (23,8%) y 6 (11,9%).

El virus del papiloma humano (VPH) es la infeccion sexualmente transmitida
mas comun que existe y es el agente causal de varios tipos de canceres y
entre ellos los del cuello uterino en mujeres.

Hay casi 200 tipos de PVH, de los que al menos 15 son oncogénicos
(también conocidos como de alto riesgo) y la mayoria de las personas se
infectan poco después de iniciar su vida sexual. Los céanceres
cervicouterinos (CCU) son causados por infecciones de transmision sexual
por determinados tipos de PVH. Dos tipos de PVH (16 y 18) son los
causantes del 70% de los CCU y de las lesiones precancerosas del cuello

del Gtero.
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El CCU es el segundo tipo de cancer mas frecuente en las mujeres de las
regiones menos desarrolladas, y se estima que en 2012 hubo unos 445 000
casos nuevos (84% de los nuevos casos mundiales), aproximadamente 270
000 mujeres murieron de CCU; mas del 85% de esas muertes se produjeron
en paises de ingresos bajos y medianos. La elevada prevalencia de la
infeccidn por el VPH tiene relacion con la conducta sexual de cada individuo.
A nivel mundial el VPH 16 y 18 son los responsables del 70% de todos los
canceres de cuello uterino y en tanto que los otros tipos de alto riesgo
corresponden al VPH 31, 33, 45 y 58; y entre 41% y 67% en lesiones

cervicales de alto grado y hasta el 32% en lesiones cervicales de bajo grado.



CAPITULO |

DESCRIPCION DEL PROBLEMA

1.1 Fundamentacion del problema
El cancer de cuello uterino (CCU) o cancer cervical es un problema de salud
publica, constituye una de las enfermedades neoplasicas mas frecuentes y
mortales de la poblacién femeninal. Es la séptima neoplasia mas frecuente
en la poblacién mundial, la cuarta mas frecuente en la poblacion femenina y
la tercera entre las causas de mortalidad por cancer en la mujer, siendo solo
superada por el cancer de la glandula mamaria y del pulmén?. Se origina en
las células que revisten el cuello uterino, la parte inferior del Gtero.
La Organizacién Mundial de la Salud en un reciente informe admite que unas
529.409 mujeres reciben un diagndstico de cancer de Cuello Uterino en el
mundo y 274.883 mueren por esta enfermedad. Alrededor del 85% de la
carga mundial que genera la enfermedad se produce en las regiones de
bajos y medianos ingresos, donde representa el 12% de todos los canceres
femeninos. Las tasas mas altas de incidencia (TAE por encima de 30 por 100
000 mujeres) se encuentran en Africa (42,7) y las méas bajas en
Australia/Nueva Zelanda y Asia occidental (5,5 y 4,4 respectivamente).?
En América Latina se considera al CCU como la segunda neoplasia mas
comun, con 68,818 casos anuales. La incidencia en la region es de 21,2 casos
por 100 000 mujeres, alcanzando valores superiores a 30 por 100,000 mujeres
en paises como Guyana (44.7 por 100,000), Nicaragua 39.9 por 100,000),
Honduras (37.8 por 100,000), El Salvador (37.2 por 100,000), Bolivia (36.4 por

100,000), Paraguay (35 por 100,000 mujeres) Peru (34.5), Venezuela (31.4)
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y Guatemala (30.5). Solo Chile y Puerto Rico presentan tasas menores de 15
x 100 mil mujeres (14.4 y 7.5, respectivamente)*. El 75% de las 28,565
defunciones anuales por esta causa, ocurren en seis paises: Brasil, México,
Colombia, Per(, Venezuela y Argentina®.

Por otro lado, el cancer de cuello uterino tiende a ocurrir en la mediana edad,;
la mayoria de los casos se detecta en mujeres menores de 50 afios y rara
vez se desarrolla en mujeres menores de 20 afios. Muchas mujeres de edad
avanzada no se dan cuenta que el riesgo de cancer de cuello uterino aln
existe a medida que envejecen. Méas del 15% de los casos de céncer de
cuello uterino se detectan en mujeres que tienen mas de 65 afos.

En el Perq, cada 5 horas muere una mujer por cancer cervical. El cancer de
cuello uterino es el cancer mas notificado en las mujeres (24.1% de los
canceres en las mujeres) y en la poblacion general (14.9% de todos los
canceres)®.

El cancer de cuello uterino afecta desproporcionadamente a mujeres en
paises en desarrollo con sistemas de tamizaje mas débiles. La mayoria de
los casos son diagnosticados en estadios avanzados’. El riesgo de morir por
cancer de cuello uterino antes de los 75 afios, es tres veces mas alto en
mujeres que viven en paises en desarrollo que en mujeres que viven en
paises desarrollados®.

En el Peru, el cancer de cuello uterino es uno de los mas frecuente. Segun
la incidencia y mortalidad 2010-2012 del Registro de Cancer de Lima
Metropolitana del INEN, el cancer de cuello uterino fue el segundo mas
frecuente, se registraron 3163 casos nuevos y una tasa de incidencia
estandarizada de 21,1 casos por 100 000 mujeres, asimismo el cancer de

cuello de Utero represent6 el 9,6% de las neoplasias malignas en mujeres®;
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en Loreto (29.4%), Ucayali (28.6%), Madre de Dios (28.5%) y Moquegua

(28.4%). Las regiones con tasas ajustadas de mortalidad por cancer de
cuello uterino por 100,000 habitantes més altas son Loreto (18.0), Huanuco
(12.8), Ucayali (10.3), con valores que duplican y hasta cuadruplican el de
Lima (4.2)%°.

Actualmente se conoce que la etiologia del cancer de cuello uterino es el
virus del papiloma humano en un 100 % (Dr. Harald Zur Hausen, premio

Nobel en medicina 2008)*!. La gran cantidad de estudios epidemioldgicos,
moleculares y experimentales realizados en la busqueda de asociaciones
causales ha demostrado que el VPH es el principal agente etiolégico del
CCU. La tasa de infeccién en poblacion femenina se estima en 40 % para
mujeres de 20 a 29 afios de edad y en poblacién general independiente de
la edad se reportan cifras de 13 a 15%, cifras que exceden por mucho el
numero de casos de cancer invasor estimado en menos del 0.01 %. Por otro
lado, més del 98 % de los casos de cancer invasor del cérvix uterino estan
asociados a algun tipo de VPH 2. En cuanto a la transmision,
aproximadamente el 75% de las mujeres se infectan con el VPH en algun
momento de su vida, pero la mayoria lo adquiere en los primeros afios de
inicio de su actividad sexual. La infeccidn persiste como subclinica y
transitoria, y el sistema inmune llega a ejercer control de la infeccion?3.

Para el desarrollo del CCU se requiere de una infeccion persistente, aunque
no todas las infecciones por VPH derivan finalmente en CCU. Hasta la fecha,
se conocen aproximadamente 15 tipos de VPH identificados como de alto
riesgo. Sin embargo, el VPH-16 y VPH-18 son los méas prevalentes y

responsables del 70% de los casos de CCU en el mundo?“.
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El tamizaje con Papanicolaou es el estandar en los programas de América
Latina y Peru, durante 50 afios de su utilizacion no ha alcanzado el impacto
esperado en reduccion de la mortalidad por CCU,

probablemente por la falta de pericia en los procesos intermedios de la
técnica, seguimiento inadecuado de pacientes e incompleta implementacion
de los programas en el territorio nacional y su poblacién de riesgo, y su
consecuente disminucion en la sensibilidad de la prueba.t®

Por otra parte, se observo que la deteccion del ADN del VPH por biologia
molecular es una técnica méas sensible que la citologia cervical convencional.
Sin embargo, presenta menor especificidad en mujeres jévenes y su uso
podria conducir a tratamientos innecesarios'® 1. Sin embargo, estudios
randomizados que evaluaron la implementacion de la deteccion de ADN del
VPH como estrategia de tamizaje primario, mostraron un mayor descenso de
lesiones cervicales de alto grado en comparacion con la citologia cervical
cuando los pacientes se sometieron a un tratamiento después de un
resultado positivo!® 19,

El primer estudio de hibridacion molecular (Southern blot) del ADN del VPH
realizado en el Perd, fue en 1986 en el INEN en colaboracién con la
universidad de Georgetown, método en solucion de hibridacion que permite
detectar el ADN del VPH; sin embargo, no es una prueba que se encuentre
al alcance de toda la poblacion; por lo que el 80% de los casos son
detectados en estadios avanzados.

Segun estudios realizados por el Ministerio de Salud, Hu&nuco es
considerado el departamento mas vulnerable para cancer, siendo el CCU el

segundo después del cancer gastrico, con un indice de vulnerabilidad de 2220.
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Segun la encuesta ENDES, se estima que casi el 50% de la poblacion
objetivo, ha sido tamizada en los ultimos 3 afios. Segun los datos del Fondo
Intangible Solidario de Salud - FISSAL de los ultimos 5 afios, 10% de los casos
se encuentran en estadio clinico | de cancer, momento en el que la curaciéon
del caso de las pacientes bordea el 90%.

Es importante conocer que el virus papiloma humano tiene 55 nm de
diametro, con una disposicion icosaédrica de las proteinas de la capside;
estan formados por 72 unidades en una superficie sin envoltura. EI genoma
consta aproximadamente de 8000 pares de bases, con un peso molecular de
5.2 x 106 daltons?t. Fue el Dr. Harald Zur Hausen, en su laboratorio en
Alemania quien comenzd a determinar sondas para tipificar los VPH,
determinados por la diferencia de sus secuencias génicas E6, E7 y L1 (un
tercio del genoma), ellos difieren en mas del 10% de las de algun tipo de HPV
conocido previamente. Los subtipos de variantes suelen diferir en un 2 a 5%
entre si®?2. En la actualidad, dos ensayos moleculares son utilizados para el
diagndstico vy la tipificacion de VPH: el test de captura de hibridos (Hybrid
Capture, Digene Diagnostics, INC. Silver Spring, Maryland, EE.UU) aprobado
por la FDA (Food and Drug Administration), y la reaccion en cadena de
polimerasa (PCR), es una técnica molecular poderosa, muy especifica y
sensible capaz de detectar entre 10 y 200 copias de genoma viral por muestra,
aungue es muy laboriosa y relativamente costosa, comparada con la tincion
PAP.

Los métodos de PCR basados en la amplificacion de ADN de VPH poseen
una alta sensibilidad para la deteccion vy tipificacién del virus en muestras
cervicovaginales?3. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), este

método fue desarrollado por Mullis en 1990. Consiste en una prueba
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enzimatica sumamente sofisticada que amplifica al menos un millén de
veces las secuencias especificas de DNA diana en la muestra de examen.
Puede aplicarse en tejido fresco o fijado; en la actualidad es la técnica mas
sensible de que se dispone. Puede llevarse a cabo rapidamente (2 a 3
horas), pero se requiere una notable habilidad y debe realizarse en
laboratorios que dispongan de medios especializados de contencion, a fin
de prevenir la contaminacion de la muestra con material

previamente amplificado. Frente a la problemética mencionada existe una
urgente necesidad de investigar los genotipos de VPH para determinar su
oncogenicidad diagnosticado a nivel del cuello uterino, en la poblacion
femenina asegurada de la ciudad de Huanuco y los hallazgos obtenidos con

este estudio serviran de referencia a otras investigaciones similares.

Justificacién

El cancer de cuello uterino continla siendo una de las causas mas
importantes de mortalidad en mujeres, no sélo en nuestro pais sino a nivel
mundial, primordialmente en paises en vias de desarrollo. Estudios
epidemioldgicos han identificado la relacion entre el cancer de cuello uterino
y la infeccion por el virus del papiloma humano; por lo que el estudio nos
permitira conocer los genotipos de estos virus mas prevalentes en las
mujeres de nuestra ciudad.

La infeccion por el virus del papiloma humano (VPH) es hoy dia la
enfermedad de transmision sexual mas prevalente a nivel mundial, con un
estimado de 6,2 millones de nuevas infecciones por afio en EE.UU?*. Se ha
establecido que la probabilidad que tienen las mujeres de presentar infeccion

por VPH durante el tiempo de vida, en personas sexualmente activas es de
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alrededor del 80 %2°, por lo que la prevalencia de la infeccién es maxima
entre las mujeres jovenes, declinando en mujeres de edad mediana, hasta
los 65 afios donde se presenta un nuevo pico de infeccion, los motivos de
este segundo pico alin no han sido aclarados?®. Por lo mencionado se puede
indicar que con el presente estudio al poner en evidencia los genotipos
prevalentes en la zona se logrard priorizar las técnicas de diagndstico
temprano en la poblacién vulnerable.

* En la mayoria de los casos, las infecciones por VPH son subclinicas (fase
latente) y es dificil detectarlas por examen citologico, histopatolégico o
técnicas inmuno-histoquimicas. Por esta razén los métodos moleculares
como la reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) son recomendados para
tamizaje; por lo que, al hallar la importancia de utilizar técnicas diagndsticas
cada vez mas eficaces en la deteccion del cancer de cuello uterino en la
poblacion vulnerable, se reducirdn los costos econémicos y humanos que
conlleva una deteccion tardia de la presencia del VPH en sus genotipos

oncogénicos como es el cancer en estadios avanzados.

Importancia

En nuestro medio al igual que el pais, se suele utilizar como técnica
diagnostica el Papanicolaou; sin embargo, esta técnica tiene limitada
sensibilidad aunque alta especificidad en la deteccion del cancer de cuello
uterino, pero no en la detecciéon de los genotipos virales del papiloma
humano; es mas, en nuestro medio (Huanuco), no se han realizado estudios
sobre la prevalencia de los genotipos de VPH, el cual se realiza por reaccion

en cadena de la polimerasa en citologia anormal del Papanicolaou.
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Por lo expuesto, la importancia del presente estudio radica en que se pudo
demostrar que en nuestra poblacion vulnerable radica la prevalencia del
genotipo oncogénico 16, el cual se obtuvo mediante una nueva técnica que
es el PCR en el analisis de las muestras tomadas, con esta técnica se realizo
dos pruebas: el estudio citolégico de Papanicolaou en medio liquido con
menores falsos negativos y la tipificacion del PVH hasta 21 genotipos que
esta al alcance de los usuarios asegurados de EsSalud .

Con los resultados de este trabajo, las usuarias del servicio de ginecologia 'y
obstetricia del Hospital Il Essalud Huanuco accederan a esta nueva técnica
de toma de Papanicolaou vy tipificacion de los diferentes genotipos del VPH
para prevenir y mejorar su diagnéstico temprano del cancer del cuello uterino
en convenio con el centro de citopatologia y genética del Hospital Nacional

Guillermo Almenara Irigoyen- Lima.

1.4 Limitaciones

Las limitaciones del estudio fueron:

» Los falsos positivos de las pruebas de Papanicolaou que se obtuvieron
al momento de realizar el recojo de la informacion.

» La técnica en la toma de muestras, insuficientes o la mala calidad del
Papanicolaou; motivo por el cual se debid los falsos positivos, alterando
los resultados del estudio, los cuales no serian los esperados.

» El alto costo de la prueba, se requirié de laboratorios sofisticados para el
estudio; asimismo, los centros de investigacién en el Peru son limitados
para realizar esta tipificacion; a nivel de EsSalud, el primer hospital que

inicio este estudio fue el Hospital Nacional Guillermo Almenara Irigoyen.
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Formulacion del problema de investigacion

Problema general

¢,Cual es la tipificacion de VPH por reaccién en cadena de la polimerasa en
relacion a la citologia anormal del Papanicolaou en el Hospital Il Essalud —
Huanuco, 2016-2017?

Problemas especificos:

¢, Cudles son las caracteristicas epidemiolégicas de la poblacion en estudio
segun riesgo a la presencia de VPH obtenido por reaccion en cadena de la
polimerasa?

¢Cudles son las caracteristicas citopatolégicas observadas en los
resultados de la citologia anormal por Papanicolaou en medio liquido y por
PCR?

¢Cuél es el aspecto del cérvix mediante evaluacion clinica y las
anormalidades de las células epiteliales en relacion a la presencia del PVH
en las mujeres del estudio?

¢, Como tipificar los virus del papiloma humano mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa?

¢, Cuales son los genotipos segun riesgo oncogénico del VPH determinados
por reaccion en cadena de la polimerasa del VPH en la poblacion en
estudio?

¢,Cual es la relacion de los resultados citopatologicos de Papanicolaou con
la presencia de genotipos de alto riesgo oncogénico?

¢, Cual es la relacién de los resultados citopatologicos de Papanicolaou con
la presencia de genotipos de bajo riesgo oncogénico?

¢, Cudl es la relacion de los resultados citopatoldgicos de Papanicolaou con

la presencia de genotipos asociados?



1.6

25

Formulacion del objetivo general y especificos

Objetivo general:

Determinar la tipificacion de VPH por reaccion en cadena de la polimerasa
en relacion a la citologia anormal del Papanicolaou en el Hospital Il Essalud
— Huanuco. 2016-2017.

Objetivos especificos:

Identificar los datos epidemiolégicos de la poblacion en estudio segun riesgo
de VPH en la poblacion en estudio.

Identificar los resultados de la citologia anormal por Papanicolaou en medio
liquido y por PCR.

Conocer el aspecto del cérvix mediante evaluacion clinica y las
anormalidades de las células epiteliales en relacién a la presencia del PVH
en las mujeres del estudio.

Tipificar los virus del papiloma humano mediante la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa

Clasificar los genotipos segun riesgo oncogénico y asociacion del VPH
determinados por reaccién en cadena de la polimerasa del VPH en la
poblacién en estudio

Relacionar los resultados citopatologicos de Papanicolaou con la presencia
de genotipos de alto riesgo oncogénico

Relacionar los resultados citopatologicos de Papanicolaou con la presencia
de genotipos de bajo riesgo oncogénico

Relacionar los resultados citopatoldgicos de Papanicolaou con la presencia

de genotipos asociados.
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Formulacion de Hipétesis general y especificas

Hipotesis General

Ho La tipificacién de VPH por reaccion en cadena de la polimerasa no se

relaciona con la citologia anormal del Papanicolaou en el Hospital Il
Essalud — Huanuco.

H: La tipificacion de VPH por reaccion en cadena de la polimerasa se relaciona
con la citologia anormal del Papanicolaou en el Hospital
Il Essalud — Huanuco.

Hipdtesis especificas

Hi1 Los resultados citopatolégicos de Papanicolaou estan relacionados
con la presencia de genotipos de alto riesgo oncogénico.

Ho1 Los resultados citopatolégicos de Papanicolaou no estan
relacionados con la presencia de genotipos de alto riesgo
oncogénico

Hio Los resultados citopatolégicos de Papanicolaou estan relacionados
con la presencia de genotipos de bajo riesgo oncogénico,

Ho2 Los resultados citopatolégicos de Papanicolaou no estan
relacionados con la presencia de genotipos de bajo riesgo
oncogeénico del virus del papiloma humano.

His Los resultados citopatoldgicos de Papanicolaou estan relacionados
con la presencia de genotipos asociados del virus del papiloma
humano.

Hos Los resultados citopatoldogicos de Papanicolaou no estan
relacionados con la presencia de genotipos asociados del virus del

papiloma humano.
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1.8 Variable:

Variable de estudio 1
Tipificacion del Virus del Papiloma Humana (Genotipo)
Indicadores:
» Genotipos de alto riesgo oncogénico
» Genotipos de bajo riesgo oncogénico
Variable de estudio 2
Citologia anormal de Papanicolaou
Indicador:

» Resultados de Citologia anormal de Papanicolaou

1.9 Operacionalizacion de variables

Variable de estudio Dimension Indicadores Categoria Instrumento
Genotipos de
alto riesgo 16,18,31,33,35,39,
oo 45,51,52,53,56,58,59,66 y 68
Variable de estudio oncogenico
1 Genotipos de Genotipos de Informe de
VPH bajo riesgo | 6,11,42,43,44y 81 PCR
Tipificacion de VPH oncogénico
Asociaciones . Individual «
genotipicas Asociadas
Resultados de Patoldgico ASCUS, AGUS, LIE Informe de
Papanicolaou de |  Patol6gico ASCUS, AGUS, LIE Positivo a VPH PAPy
EsSalud sugerente a citopatoldgico
VPH
* Negativo para LEI o malignidad
» Metaplasia escamosa
* Lesion intraepitelial de bajo grado
Variable de estudio Informe (displasia leve)
2 citopatolégico | * Lesion intraepitelial de alto grado
(displasia moderada)
. Lgsmn |.ntraep|teI|aI de bajo grado Guia de
(displasia severa)
» Normal »
Resultados « Hipotréfico observacion
de cito- + Erosion periorificiaria
Resultados de . Aspecto del |+ Leucorrea e
citologia anormal | Patologia  del J— . Test de aminas
de estudio + Test de Schiller
Papanicolaou » Sangrado endocervical '”ff’”“e
« IVAA + cito-.
Anormalidades |+ Células escamosas atipicas patologico
de las células (ASC)
epiteliales en |+ Lesion escamosa intraepitelial de
las células bajo grado
exocervicales |* Lesion escamosa intraepitelial de
alto grado sugerente a VPH
» Carcinoma escamo-celular
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Variables Caracteristicas Edad * Frecuencia
intervinientes epidemiolégicas « Media
de la poblacién Paridad » Nulipara
« Delas3
* De 4amas
Estado civil soltera

* casada

* conviviente
* viuda

« divorciada

Sexarquia * menor de 12

+ 12al4 Guia de
* 15a17 entrevista
Parejas e 1
sexuales -2
« 3amas
barrera
anticonceptivo combinado
anticonceptivos de deposito
DIU
BTB
Antecedentes PAP
de control de |« Colposcopia

Ccu + Biopsia

Uso de MAC

e o o o o

.

1.10 Definiciones de términos operacionales

PCR : Método de Reaccién en cadena de la Polimerasa; que es una
técnica enzimatica in vitro para amplificar exponencialmente una region
determinada del ADN situada entre dos regiones de su estructura, cuya
secuencia se conoce, a partir de una mezcla compleja de acido nucleicos?’.
VPH: Virus del papiloma humano virus. Los Virus del Papiloma Humano,
son un grupo de virus de ADN de doble banda que pertenecen a la familia
Papovaviridae, no poseen envoltura, y tienen un diametro aproximado de
52-55 nm?%,

Tipos de VPH: La clasificacion de los tipos y subtipos, se fundamenta en la
especificidad de especie y en la homologia de las secuencias de
polinucledtidos. Los genomas de VPH que se han secuenciado hasta el
momento tienen una estructura basica muy interesante, con homologia del
45 al 85% en su secuencia de nucle6tidos?®.

De los cerca de 200 genotipos diferentes, aquellos capaces de infectar la
mucosa genital se clasifican en tres grandes grupos: PVH cutaneos,

epidermodisplasia verrugociformis y mucosos3®



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

Antecedentes Internacionales

Ramos Ramirez, Martha Cecilia®!. (Ecuador, 2016). Tesis: Genotipificacion
del Virus del Papiloma Humano en lesiones displasicas en Centros de Salud
de la ciudad de Ambato 2015-2016. El objetivo de la investigacion fue
genatipificar el VPH en lesiones displasicas en centros de salud de la ciudad
de Ambato durante los afios 2015-2016 y establecer los factores de riesgo
asociados con los diferentes tipos de lesion. Se incluyeron 111 pacientes que
asistieron a la consulta ginecoldgica de diversos centros de salud, a las
cuales se les realiz6 evaluacion citolégica y colposcopica. A partir del
citobrush, se extrajo el ADN viral y se amplifico la region de interés a traves
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y los genotipos especificos
se determinaron por PCR multiplex. Los resultados demostraron una
prevalencia de 38,7% de casos en la poblacion estudiada, donde 90,7%
correspondian a genotipos de alto riesgo. El andlisis filogenético del VPH 16
mostro asociacion de 86 % de confianza por la prueba de bootstrap por el
modelo de maxima verosimilitud, con el linaje A (europeo) mientras que el 18
un 83% al sublinaje Al (Asiatico Americano). Se obtuvo diferencia
significativa al comparar los resultados moleculares con los reportados en la
citologia. Es importante resaltar que en pacientes sanas con lesiones previas
tratadas quirdrgicamente se detecto la presencia del virus, en comparacion

con los pacientes sin antecedentes. Se concluye que es de vital importancia
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conocer la epidemiologia del virus en cada region ademas de incluir pruebas
moleculares para deteccion de VPH en el screening oportuno de lesiones
displasicas en mujeres desde edades tempranas.

Medina Magles, Lex®? (Ecuador, 2015). Tesis: Genotipificacion del Virus del
Papiloma Humano mediante secuenciamiento y PCR cuantitativa en tiempo
real y deteccion de variantes intratipicas por andlisis filogenético. El objetivo
de esta tesis fue el de evaluar la genotipificacién de un nuevo ensayo llamado
Anyplex Il HPV28 (H28) con el estandar de oro que es el secuenciamiento,
comparando sus resultados; y conocer las variantes del VPH presentes en
Ecuador por medio de analisis filogenéticos del VPH16 y 58, ya que éstas
presentan diferentes patologias. El secuenciamiento con Sanger (utilizando
cebadores MY) se utiliz6 para evaluar al ensayo llamado Anyplex Il HPV28
(Seegene) de multiplex PCR semicuantitativa en tiempo real, que cuenta con
tecnologia Unica que permite una alta especificidad y la genotipificacion de 28
genotipos del VPH en forma semicuantitativa, viendo asi posibles
coinfecciones y su carga viral. De 139 muestras, la concordancia entre el
genotipo encontrado por secuenciamiento y el genotipo encontrado con mayor
carga viral (menor ciclo de cuantificacion «Cqg») con el kit Anyplex Il HPV28
fue de 64% (Spearman rho= 0.5615; p<0.0001); mientras que, con todos los
genotipos encontrados en coinfecciones por el kit Anyplex fue del 85.6%
(Spearman rho=0.8147; p<0.0001). Se identificé que el 20% de las variantes
del VPH 16 pertenecen a una variante agresiva de éste; y gracias a este
estudio se puede conocer las variantes mas frecuentes del VPH 16 y 58 en
Ecuador.

Portilla Naranjo, Ana®. (Ecuador, 2014). Tesis: Genotipificacion del virus

papiloma Humano (HPV) mediante PCR en muestras de cepillado exo —
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endocervical. EL objetivo de determinar los diferentes genotipos de HPV
mediante PCR en pacientes con displasias como resultado del PAP,
diagnosticados en el Centro de Atencion Ambulatoria Norte — 212 y Hospital
Teodoro Maldonado Carbo del IEES, Guayaquil. Para ello se cont6é con 300
muestras mediante cepillado exo-endocervical. A estas muestras se les
aplico el protocolo del test LINEAR ARRAY® HPV donde se obtuvo un 43%
de muestras positivas. Los resultados demostraron que los genotipos de
HPV de alto riesgo como resultado del estudio fueron: el genotipo 52 con un
11%, genotipos 16 y 58 con 6%, genotipo 59 con 5%, genotipo 31 con 4%,
genotipos 51 y 56 con 3%, genotipos 18, 35 y 45 con 2%, genotipo 33 y 39
con 1%. Los genotipos de HPV de bajo riesgo como resultado del estudio
fueron: el genotipo con mayor prevalencia fue el 53 con el 7%, genotipos 61,
62, 81 con 6%, genotipos 6, 66 y 70 con 4%, genotipo 54 con 3%, genotipo
84 con 2%, genotipos 42, 71,72, 73 y 83 con 1%. La técnica fue viable para
la deteccion de genotipos de HPV de alto y bajo riesgo. Se necesitan
estudios de mayor escala y anuales para el mejoramiento de la linea base.

Giménez G y et. Al34. (Paraguay, 2014). Tesis: Una propuesta rapida y
econdémica para detectar el virus de papiloma humano por PCR a partir de
muestras cervicales con reactivo desnaturalizante”. El objetivo fue detectar
el genoma de HPV por PCR a partir de muestras de CH lla cien veces
diluidas. Este trabajo ha demostrado la utilidad de la captura hibrida Il en la
deteccion del virus del papiloma humano de alto riesgo oncogénico (HR-
HPV) como método de tamizaje primario para deteccion de cancer de cuello
uterino, asi como las bondades de la PCR, que permite acceder a métodos
de tipificacion viral. El estudio fue transversal en 141 muestras cervicales de

mujeres con citologia normal y anormal que concurrieron al [ICS, UNA. Las
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muestras fueron procesadas por CH lla y almacenadas con reactivo
desnaturalizante a 80°C. Diecisiete de 23 muestras positivas por CH lla con
carga viral relativa baja fueron negativas por PCR. Esto podria deberse a la
degradacion del material.

Torres M3, (Ecuador, 2009). Tesis: Evaluacién de los Resultados de
Papanicolaou como Indicador de Céncer de Cuello Uterino en las Mujeres en
Edad fértil de 20 a 45 afios, que acuden a consulta en el Sub Centro de Salud
“29 de noviembre” de la ciudad de Santa Rosa”. El objetivo fue, realizar una
evaluacion de los resultados de las pruebas de Papanicolaou realizadas a
mujeres de edad fértil de 20 a 45 afos, quienes acudieron a la consulta del
Sub centro “29 de noviembre”, ésta evaluacion se la realizd revisando las
historias clinicas Unicas del afio 2009 de dicho centro de salud. El estudio fue
de caracter descriptivo, los objetos del estudio fueron los resultados de los
examenes de Papanicolaou, el tamafio de la muestra fueron 190 historias
clinicas con sus respectivos exdmenes de Papanicolaou. Los resultados
obtenidos fueron: la gran mayoria de pacientes en consulta externa, han ido
una vez al sub centro de salud en un 85.7%, entregandosele el resultado de
su prueba de PAP al 95.78%; las mujeres incluidas en ésta investigacion, en
su mayoria estan en un rango de edad entre 20 y 45 afios, han gestado entre
1y 6 veces, con minima presencia de abortos esporadicos, su estado civil fue
de union libre en un 53,15% y han cursado solamente la primaria en su
mayoria. El 30% de las mujeres de 20 a 35 afios han demostrado
inflamaciones moderadas. De los 190 casos estudiados el 51.57% no han
presentado ITS y el 48.42% si las tuvieron, de las cuales el 40% de ellas fueron
por vaginosis bacteriana y el 8,42% otras infecciones. El 83,15% el resultado

fue negativo para cancer uterino, el 12,63% dio un resultado indeterminado,
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mientras que el 3,15% fue una neoplasia intraepitelial cervical grado | (NIC 1)
y el 1,02% NIC 1 + HPV.

Mendoza LP y et. AI®6. (Paraguay, 2008). Tesis: “Caracteristicas clinico-
demogréficas y tipificacion del virus de papiloma humano en mujeres
paraguayas con citologias negativas para lesidbn escamosa intraepitelial”. El
objetivo de este estudio fue determinar caracteristicas clinico-demograficas
y los tipos de HPV presentes en mujeres con citologia negativa para lesién
escamosa intraepitelial. Estudio de corte transverso con componente
analitico en 207 mujeres con citologia negativa para lesion escamosa
intraepitelial provenientes de centros de salud de Asuncion. La tipificacion
fue realizada por reaccion en cadena de la polimerasa utilizando cebadores
MY09/11 y GP5/GP6, seguida de polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion e hibridacion lineal reversa, respectivamente. La asociacion entre
HPV y las caracteristicas clinico-demogréficas fue determinada por analisis
de Chi cuadrado (Epilnfo version 3,2). Se detectd alta frecuencia de HPV
(21%), siendo el tipo predominante HPV 16 (4,3%) seguido de HPV 58/31
(2,4% cada uno). Se observo asociacion entre la presencia de HPV y la edad
(p=0,0002), detectdndose mayor frecuencia de HPV en mujeres menores a
30 afos, la cual, disminuyé al aumentar la edad, presentando un ligero
aumento en mujeres de 60 aflos 0 mas.

Antecedentes nacionales

Li, Padilla, Gutiérrez e Hijar®’. (Lima, 2016). Tesis: Deteccién molecular y
genatipificacion de virus del papiloma humano como tamizaje de cancer de
cuello uterino: posibilidades en el contexto peruano. El objetivo fue realizar
una revision sistematica de la literatura; concluyendo que el cancer de cuello

uterino (CCU) sigue siendo una importante causa de muerte en las mujeres
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de paises en desarrollo, donde el tamizaje primario con citologia cervical no
ha logrado reducir la prevalencia de las fases avanzadas de la enfermedad.
En este contexto, la deteccion molecular del virus de papiloma humano (VPH)
ha demostrado ser una prueba méas sensible que la citologia cervical, y a la
vez menos especifico. Esta prueba podria utilizarse en el contexto peruano
cuando hay presencia de células escamosas de significado incierto (ASCUS)
para una mejor orientacién preventiva y terapéutica. Adicionalmente, para
mejorar la deteccion temprana de CCU podriamos incluir la identificacion de
genotipos del VPH al tamizaje con citologia cervical; sin embargo, esto
implicaria un alto costo en un plan nacional. Por lo tanto, es necesario realizar
evaluaciones econdmicas de los métodos diagnésticos para el tamizaje
primario de CCU teniendo en cuenta la epidemiologia de la enfermedad y los
costos asociados a nuestra realidad.

Valerio, Ingrid 3. (Lima, 2016). Tesis: “Valoracion de la citologia y la
colposcopia como pruebas de deteccién precoz del cancer de cuello uterino
en pacientes del Instituto Nacional Materno Perinatal” El objetivo de este
trabajo es evaluar la validez de la citologia convencional y la colposcopia
como pruebas de deteccion precoz de displasia moderada, severa,
carcinoma in situ o carcinoma invasivo de cérvix. La citologia presenta una
sensibilidad de 39.66%, una especificidad de 91.38%, un valor predictivo
positivo de 82.14%, un valor predictivo negativo de 60.23%. La colposcopia
presenta una sensibilidad de 77.59%, una especificidad de 63.79%, un valor
predictivo positivo de 68.18% y un valor predictivo negativo 74%. El &rea bajo
la curva de ROC de la colposcopia con un valor de 0.7201 fue mayor al area
bajo la curva de ROC de la citologia con valor de 0.6892, lo que sugiere una

mejor capacidad de discriminacion de la enfermedad.
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Sullcahuaman, Allende 3 . (Lima, 2014). Tesis:” Caracteristicas
sociodemograficas de mujeres peruanas con virus papiloma humano
detectado por PCR-RFLP”. Con el objetivo de determinar las caracteristicas
sociodemograficas del virus de pacientes con papiloma humano (VPH)
referidas al Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN) durante
los afios 2012-2014, se realiz6 la deteccion del VPH en células cervicales
por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En 465 muestras cervicales
se detectaron 151 (32,5%) casos de VPH positivas. Los genotipos mas
frecuentes fueron VPH-16 (23,8%) y VPH-6 (11,9%). La presencia de VPH
fue mayor en mujeres de 17 a 29 afios (OR 2,64, IC 95%:1,14-6,13) y solteras
(OR 2,31, IC 95%: 1,373,91), la presencia de genotipos de VPH de alto
riesgo fue mayor en solteras (OR 2,19, IC 95%: 1,04-4,62). En conclusién,
mujeres jovenes y solteras presentaron mayor frecuencia de casos VPH-
positivos a quienes se debe enfatizar la participacion en programas de
tamizaje con métodos moleculares y citolégicos combinados, a fin de
detectar oportunamente el riesgo de desarrollar cancer de cuello uterino.

Santos, Carlos?C. (Lima, 2007). Tesis: “Virus del papiloma humano y cancer
del cuello uterino en el Peru” El objetivo de la presente comunicacién es
revisar algunos aportes de investigacion llevados a cabo en el Peru acerca
de la relacion del virus del papiloma humano con el cancer de cérvix. A
diferencia de lo que ocurre con otros tipos de patologia, los estudios
epidemiologicos acerca de VPH se hicieron después de los estudios
moleculares. En la década del 90, el reinado de las ‘hibridizaciones’ termino,
pues fueron reemplazadas por una técnica de mayor sensibilidad, la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR). Utilizando este método fue que Ivonne

Guerrero y un grupo de investigadores del Centro de Investigacion en Cancer
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‘Maes Heller intentaron averiguar cudl era la prevalencia de la infeccién por
VPH en una poblacion aparentemente sana. Se hizo un muestreo mujeres
asintométicas, en edad fértil, de un area marginal de Lima, encontrandose
gue la prevalencia de infeccion era de 20,17%, es decir que, una de cada
cinco mujeres aparentemente sanas era potadora del ADN viral,
evidenciando que se trata de una de las enfermedades de transmision sexual

mas frecuentes.

2.2 Bases Teoricas
Virus del Papiloma Humano segun la OMS
Los papilomavirus humanos (PVH) son la causa de la infeccion virica mas
comun del tracto reproductivo. La mayoria de las mujeres y los hombres
sexualmente activos contraeran la infeccion en algiin momento de su vida y
algunas personas pueden tener infecciones recurrentes.
El punto algido en que hombres y mujeres contraen la infeccion es poco
después del inicio de la vida sexual. Los PVH se transmiten por via sexual,
si bien no es necesario que haya una relaciéon sexual con penetracion para
gue se produzca la transmisién. El contacto directo con la piel de la zona
genital es un modo de transmisién reconocido. Hay muchos tipos de PVH y
una gran mayoria de ellos no causa problemas. Por lo general, las
infecciones por PVH suelen desaparecer sin ninguna intervencion, unos
meses después de haberse contraido, y alrededor del 90% remite al cabo
de dos afios. Un pequeiio porcentaje de las infecciones provocadas por
determinados tipos de PVH puede persistir y convertirse en cancer. EI CCU

es, con mucho, la enfermedad mas frecuente entre las relacionadas con los
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PVH. Casi todos los casos de CCU pueden atribuirse a una infecciéon por
PVH.

Si bien los datos sobre canceres anogenitales distintos al CCU son escasos,
cada vez hay mas estudios cientificos que asocian los PVH con el cancer
de ano, vulva, vagina y pene. Aunque esos tipos de cancer son menos
frecuentes que el CCU, su asociacion con los PVH hace que puedan
prevenirse mediante estrategias de prevencion primaria similares a las de
este.

Los tipos de PVH no oncogénicos (en especial el 6 y el 11) pueden provocar
verrugas genitales y papilomatosis respiratoria (enfermedad caracterizada
por la aparicién de tumores en las vias respiratorias que van de la nariz y la
boca hasta los pulmones). Si bien esta enfermedad raramente es mortal, el
namero de recidivas puede ser considerable. Las verrugas genitales son
muy frecuentes y muy contagiosas.

Virus del papiloma Humano (VPH)

El VPH pertenece a la familia Papovaviridae, género Papillomavirus. Su
genoma presenta DNA circular de doble cadena. No posee envoltura viral.
Su céapside estd compuesta por 72 capsémeros que rodean el genoma del
virus. Estos capsomeros estan formados por dos proteinas estructurales,
L1 que constituye el 80% de la proteina viral y L2 que es la proteina menor
de la capside®'. El genoma viral esta dividido en tres regiones: la regién
larga de control (LCR, long control region) que no tiene potencial para
codificar; la region de las proteinas tempranas (E1 ES8, early), y la regiéon de
las proteinas tardias (L1 y L2, late). Las proteinas E1 y L2 son necesarias
para la replicacion extracromosomica del virus y, por ende, para completar

el ciclo vital del virus*? .
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La importancia de su asociacion con el CCU esta relacionada a una
infeccion persistente, asi como infeccion por mas de 15 tipos de VPH de
alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68 y posiblemente
genotipos 26, 53, 66, 67, 70, 73, 82)*. Cuando los VPH de alto riesgo (tipo

16 y 18) infectan la mucosa del cuello uterino, generan desregulacion del
ciclo celular con alteracion de varios genes. Los genes p27KIP1, Ciclina E,
CDKA4, p16'NK4A y Rb se alteran tempranamente, mientras que la Ciclina D1,
MDM-2, p53 y p2lwaf son aberraciones que ocurren tardiamente en la
carcinogénesis*4,

La conversion neoplasica en un epitelio infectado por VPH es puntual y esta
directamente inducido por los oncogenes E6 y E7 de los tipos virales de alto
riesgo, los cuales provocan inestabilidad cromosomica en las células
basales y para basales del epitelio involucrado®.

La expresion inmunohistoquimica del gen p16'™K4 en la neoplasia
intraepitelial cervical, se manifiesta de manera difusa o en todo el espesor
del epitelio, desde los niveles de NIC1 hasta NIC3, y parece ser un
marcador de infeccion persistente con VPH de alto riesgo?®.

Clasificacion de los VPH

Los tipos de VPH que infectan las mucosas son aproximadamente cuarenta.
Se subdividen en dos grupos con diferente categoria de riesgo de desarrollo
de cancer 6 - 11: los VPH de bajo riesgo (VPH-BR) entre los que se incluyen
los VPH tipos 6, 11, 42, 43 y 44, comUunmente presentes en las lesiones
benignas con minimo riesgo de progresion maligna, y los VPH de alto riesgo
(VPH-AR) que abarcan los VPH tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58 y 59, los cuales, bajo la forma de infeccion persistente, pueden conducir a

la transformacion neoplasica. Estos virus son considerados carcin0genos
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clase |, segun lo sugerido por la Agencia Internacional de Investigacion sobre
Cancer (IARC 2009)4’

Tipos virales en citologia normal y lesiones del cuello uterino de
distinto grado

Numerosos estudios han demostrado que el tipo viral mas frecuente
mundialmente es el VPH 16. Distintos tipos virales pueden ocupar los
siguientes lugares en orden de frecuencia segun la region geogréfica y el
diagnostico citohistoldgico, entre otros factores.

En mujeres con citologia cervical normal, la positividad para VPH oscila entre
10y 15% a nivel mundial*®. Se puede identificar una amplia variedad de tipos
virales; en general el VPH 16 ocupa el primer lugar, aunque sin un predominio
marcado?®.

En todas las lesiones intraepiteliales del cuello uterino (SIL o CIN) se detecta
VPH, ya que es su agente causal; sin embargo, el espectro de los tipos
virales varia segun la gravedad de la lesién. En las lesiones intraepiteliales
de bajo grado (LSIL), también llamadas neoplasias intraepiteliales cervicales
grado 1 (CIN 1), puede encontrarse gran diversidad de tipos virales. Un
metaandlisis mundial observé que el VPH 16 fue el tipo mas frecuente
(26.3%), seguido de VPH 31 (11.5%), VPH 51 (10.6%) y VPH 53 (10.2%)5°.
En las lesiones intraepiteliales de alto grado (HSIL), que comprende las
llamadas neoplasia intraepitelial cervical grado 2 (CIN 2) y neoplasia
intraepitelial cervical grado 3 (CIN 3), el espectro de tipos virales es mas
restringido, con predominio de los VPH-AR, en especial VPH 16 y 18 (50%)°2.
En los CCU, los tipos virales que ocupan el primero y segundo lugar son los
VPH 16 y 18, respectivamente, alcanzando juntos alrededor del 70% de la

etiologia de las neoplasias a nivel mundial. En América Latina y el Caribe, el
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mayor meta-analisis realizado que incluyé més de 5500 CCU confirmé este
hallazgo, siendo los seis siguientes mas comunes los VPH 31, 45, 33, 52, 58
y 35, que sumados a los VPH 16 y 18 son responsables del 86.5% de esta

neoplasia en la region (Fig. 1).

HPV31
HPV4S 599,
"62(‘/-; ~ . Oftros tipos de
HPVIE N 0 fiasgo
13%, k“’. 25%

| n=5 542 cdnceres |
61 estudios
16 paises

En Argentina:
n=1 013 canceres
HPV16: 59.5%
HPV18: 17.6%

HPV16 L
52%

Imagen. 1: Tipos de VPH en cancer cérvico-uterino en América Latina y el Caribe: una revision
sistematica de estudios epidemiolégicos. (Fuente: Ciapponi A, Bardach A,

Glujovsky D, Gibbons L, Picconi MA. PLoS One. 2011;6(10):e25493).

En el caso particular de los adenocarcinomas de cuello de Gtero, que
representan un subgrupo minoritario dentro de los CCU (10-20%), en general
mas agresivos, la variedad de genotipos virales encontrados es mucho
menor; solamente los VPH 16, 18 y 45 son los responsables de méas del 90%
de estas neoplasias®. Es frecuente la presencia de mas de un tipo viral en
muestras anogenitales (20-30%); las implicancias de estas infecciones
multiples en la patogenia del cancer son aun controvertidas. Trabajos
recientes han demostrado que coinfecciones con multiples tipos virales de
alto riesgo se asocian con un riesgo significativamente aumentado de CIN 2
0 mayor; sin embargo, el riesgo de enfermedad fue similar a la suma del
riesgo estimado en forma individual para cada uno de los tipos virales, con
baja evidencia de sinergismo. Aunque con menor frecuencia, en CCU

también se han detectado infecciones multiples, aunque se ha observado
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gue la lesibn maligna es inducida solo por uno de los tipos virales
presentes®?.

Patogenia del VPH en el tracto genital: infecciones transitorias vs
persistentes.

La infeccion por VPH estd ampliamente distribuida en la poblacion general,
siendo la infeccion de transmision sexual la mas frecuente. Se estima que
mas del 70% de las personas sexualmente activas tendran contacto con el
virus en algin momento de la vida®3. La Fig. 2 esquematiza el modelo actual
de la historia natural de la infeccion por VPH y el CCU. La mujer adquiere la
infeccion a través de relaciones sexuales con parejas infectadas, por lo que
la frecuencia de esta infeccién presenta un pico en la edad de inicio de la
actividad sexual (15 - 25 afios). Mas del 80% de estas infecciones (aun las
producidas por los VPH-AR, con o sin anomalias citoldgicas), son
transitorias, es decir que son controladas por el sistema inmune y se hacen
indetectables en aproximadamente 1-2 afios®.

Durante la infeccién productiva, en las células cervicales pueden observarse
cambios morfoldgicos benignos inducidos por el virus, que se asocian con CIN
1 o LSIL. Por otro lado, existe un grupo minoritario (menos del 20%, aunque
numéricamente importante dada la alta circulacion viral) de infecciones
producidas por tipos de VPH-AR que persisten; éstas son las infecciones que
concentran el foco de la atencion, ya que tienen una mayor probabilidad de
avanzar a CIN 2/3. Se estima que el tiempo necesario para progresar a la
malignidad, en caso de permanecer sin tratamiento, es de varios afnos. El pico
de incidencia de las lesiones precancerosas ocurre aproximadamente a los

30-40 afios y el del CCU cerca de una década después. Por esta razén, los
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programas de tamizaje estan dirigidos a mujeres a partir de los 25- 30 afios,
con el fin de identificar aquellas portadoras de lesiones precursoras®®.

La Agencia Internacional de Investigacion sobre Céancer (IARC, Lyon,
Francia), perteneciente a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), ha
establecido en 1995 que los VPH-AR son carcinogénicos en humanos®®. Esta
carcinogénesis estd sustentada en evidencias epidemiolégicas y
experimentales que indican que proteinas de esos virus interfieren en el
control de la proliferacién celular®’. Asi se marcé un hito, poniendo fin a la
controversia sobre el rol etiolégico del virus en el desarrollo del cancer y
sefialando a la infeccion por VPH como condicion necesaria para la génesis
del tumor. Esto dio lugar a la apertura de un nuevo y amplio campo de trabajo

en la inmunoprevencién y la aplicacion clinica de la deteccion viral.5®

Infeceivnitransitornal

Infeccion Progresion Invasion

Cérvix normal oI S ——p Cancer
<+—— infectado <«—— Precancerosa

Eliminacion Regresion (HSIL o CIN 2/3)

Imagen. 2 Historia natural de la infeccién por HPV en el cuello uterino.

(Adaptado de Schiffman My col)

Filogeniay evolucion del VPH
Estudios en filogenia sugieren que el VPH es monofilético, con origen en
Africa y que coevoluciono con los humanos®. Se ha encontrado que existen

diferentes tasas evolutivas entre y dentro de los tipos de Papiloma virus (PV)
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para los diferentes ORF. Por lo que la coevolucion no es el Unico mecanismo
que ha llevado a la diversificacién de los PV®°,

Un estudio de las variaciones del VPH 16 y 18 encontré una variacion del 1
al 5% del LCR (Region larga de control) entre las variantes predominantes
en el Este de Asia, Europa y Africa. Esto conlleva a decir, en base a la
aparicion de los grupos étnicos, que la velocidad de evolucién es del 1% por
cada 10.000 afios en estos genotipos. La variante europea del VPH 16
presente en Africa, Europa y Asia indica que esta existia antes que las otras
variantes aparezcan®.

La nomenclatura de los papiloma virus a nivel de especie y taxonémicamente
superior esta regulada por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV, por sus siglas en inglés), mientras que los niveles inferiores como los
tipos son regulados por el Centro de Referencia Internacional del VPH. Para
la tipificacion y respectiva numeracion viral se utiliza un sistema basado en la
secuencia del ADN del ORF L1 del virus y se compara su homologia con otro
tipo relacionado. La numeracion de un nuevo tipo del VPH es dada sélo luego
de haber sido secuenciado su genoma completo y almacenado en el centro
de referencia antes citado®?.

Géneros, especies y tipificacion viral

Para ser parte de un «género» diferente dentro de la familia Papillomaviridae
se debe compartir menos del 60% de identidad con la secuencia del ORF L1
y entre el 23 al 43% de la secuencia entera del virus. Mientras que, las
«especies» comparten entre el 60 al 70% de identidad en cada género. Los
aislados del VPH son tradicionalmente llamados «tipos» 0 «genotipos». Por
medio de la clonacion del genoma completo y secuenciamiento de L1 se

determina si un VPH es lo suficientemente variable (mas del 10% con
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respecto a otro tipo cercano) para lograr ser un nuevo tipo de VPH. Mientras
gue, un «subtipo» difiere en su secuencia génica del 2 al 10% con respecto
al genotipo original; diferencias menores a 2% (mas del 2% si es comparada

con LCR) son consideradas «variantes»®3.
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Imagen.3 Clasificacion de los Papillomavirus en géneros, especies y tipos. Fuente:

de Villiers, Ethel-Michele, et al. (2004).

Hasta el momento, segun el Centro de Referencia Internacional del VPH se
han identificado 198 genotipos del VPH basado en analisis de secuencias del
ADN®4, El cuadro 1 muestra la localizaciéon taxonémica de los tipos del VPH

hasta la Gltima actualizacion del listado de virus de ICTV®°
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Familia| Géneros (39 en total) Especie Tipos del VPH
0 Alphapapillomavirus | Alphapapillomavirus 1al 14 65 tipos
:.'E Betapapillomavirus Betapapillomavirus 1al 6 51 tipos
>
E Gammapapillomavirus | Gammapapillomavirus 1 al 20 79 tipos
2
‘5. . . Mupapillomavirus 1
& (ospiiomavite Mupapillomavirus 2 3 tipos

Nupapillomavirus Nupapillomavirus 1

Cuadro 1. Breve representacion taxonémica del VPH.

Fuente: ICTV.

Estos han sido agrupados en dos grandes grupos, «Bajo Riesgo» y «Alto
Riesgo» oncogénico. Algunos tipos del VPH de Bajo Riesgo (BR) oncogénico
como el 6 y 11, producen condilomas benignos o verrugas y, raramente,
papilomatosis respiratoria (Cuadro 2). Mientras, algunos tipos del VPH de Alto
Riesgo (AR) oncogénico, como el 16 y 18, se encuentran asociados a la
carcinogénesis cervical y son considerados los tipos mas oncogénicos®®.

El VPH 16 y 18 se relacionan remotamente, por lo que se los designa en
grupos filogenéticos o «especies» diferentes; estando el VPH 16 en la
especie nueve y el VPH 18 en la especie siete. Se conoce que los tipos del
VPH son definidos, mientras que las variantes que presenta cada tipo del
VPH son numerosas (entre 10 a 100 variantes); pero en comparacion a los

virus de ARN formando cuasi especies, es sumamente baja®’.
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Género Especie Tipos de VPH
4 2,27y57

5 26,51, 69y 82

(%)

g 6 30, 53,56 66

£

& 7 18,39,45,59,68 y 70

‘s

@

= 8 7,40y 43

L

=

=S 9 16, 31, 33, 35, 52, 58y 67

10 6,11,13,44y 74

Betapapillomavirus 1 5y8
Gammapapillomavirus 1 4y 65

Riesgo
VPH de bajo riesgo
VPH de alto riesgo
VPH de alto riesgo
VPH de alto y bajo riesgo
VPH de bajo riesgo
VPH de alto riesgo
VPH de bajo riesgo
VPH de bajo riesgo

VPH de bajo riesgo

Cuadro 2. Tipos de papillomavirus mas frecuentes y su riesgo oncolégico.

Fuente: De Villiers E-M, Fauquet C, Broker TR, Bernard H-U, zur Hausen H.(2004)

Organizacién genémica

El VPH se encuentra dividido en tres zonas o regiones llamadas: region
temprana, region tardia y region regulatoria corriente arriba (URR, por sus
siglas en inglés) o también llamada regién larga de control (LCR, por sus

siglas en inglés®® (Figura 4). Los ORF que presenta pueden sobreponerse

uno sobre otro.



47

URR

Promoter and

enhancer elements

Viral ORI

- E1
Early genes
E1-Replication
E2-Replication and
transcription
L2 E4-Viral release

Late genes E2 ES-Immune evasion

L1-Major capsid protein ? E6-Binds p53

L2-Minor capsid protein E7-Binds pRB

Imagen 4. Representacion de la organizaciéon gendmica del VPH. Sefial de poly(A)

temprana (Ae); Sefial de poly(A) tardia (Al). Fuente: Stanley, M (2012).

a. Region temprana

Esta region representa el 45% del genoma total del VPH, su funcion se
centra en el control de la replicacion viral. Su nombre proviene del inglés
«Early: E». Presenta normalmente seis marcos abiertos de lectura (ORF,
por sus siglas en inglés) y en algunos tipos del VPH presenta ocho
ORFs®°. Entre los ORF de la region temprana del VPH y que forman
polipéptidos con el mismo nombre se encuentran los siguientes:

E1l:

Es la Unica enzima producida por el VPH, tiene capacidad de unirse a la
secuencia viral replicadora (ori) y presenta actividad ADN helicasa (ADN
helicasa dependiente de ATP)’°. Es una enzima esencial para la
replicacion y amplificacion del genoma del VPH’L. Su funcién se basa en
desenrollar el ADN viral y producir una horquilla de replicacion para que

los factores de transcripcion puedan interactuar con el ADN viral.



48
E2:

Esta proteina tiene como funcion la regulacion de la transcripcion, el inicio
de la replicacion y la particion viral’2. Para la replicacion viral (ademas de
El y E2) es necesaria la secuencia ori, siendo el conjunto de estos tres
componentes necesario y suficiente para la replicacion del virus en
células de mamiferos. Experimentos han mostrado que E2 es esencial y
juega un papel importante en la replicacion viral, actuando como factor de
transcripcion y de regulador de E6 y E773.

E4:

Actla en la maduracion y replicacion. Junto a E5 son expresados en las
capas superiores del epitelio y, conjuntamente con E1 y E2 participa en
la amplificacion del ADN viral. Se sugiere que E4 se une a los filamentos
de queratina e interrumpe su estructura para la liberacién del virién. Este
ORF es muy variable entre los distintos genotipos del VPH".

ES5:

Es una proteina pequefia de transmembrana’®. Estimula la proliferacién y
transformacion viral. Interactia con el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR, por sus siglas en inglés) e inhibe la expresion de los
genes del complejo mayor de histocompatibilidad «MHC |'y MHC 11»78,
Este polipéptido estimula la produccion del ADN viral en queratinocitos
primarios, y beneficia la actividad transformante de los oncogenes E7 del
VPH de AR, las proteinas ras y el EGFR activado. Se ha descubierto que
E5 modifica las caracteristicas fisicas y la composicion de la membrana

celular””.
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E6’S:

Es una oncoproteina transformante. El polipéptido E6 estd formado por
alrededor de 150aa. La interaccion mas estudiada de la proteina E6 es la
realizada con el supresor de tumor p53. La proteina 53 (p53)
normalmente esta presente en niveles bajos y no activada
transcripcionalmente; si hay dafio celular, los niveles aumentan y se
activan modificaciones post-traduccionales. Cuando p53 es activada, se
inicia la reparacién del ADN, la detencién del ciclo celular o la apoptosis,
dependiendo de la magnitud del dafio existente. La activacion de p53
también se lleva a cabo por infeccién del VPH.

Los VPH infectan la capa basal del epitelio, pero para su replicacion
necesitan células diferenciadas (que apagan su maquinaria de replicacion
del ADN al terminar su ciclo celular). Por lo cual, el VPH debe activar la
replicacion del ADN celular y bloguear la actividad de p53 para replicarse.
Los VPH de AR bloguean la actividad de p53 mediante su degradacion por
la via ubiquitina-proteosoma. Para la degradacion de p53, E6 debe unirse
al dominio de reconocimiento de sustrato de E6AP para ser inmovilizado y
ubiquitinado.

Tanto las proteinas E6 de los VPH de AR y BR pueden interactuar con
p53 y ambos pueden unirse al extremo c-terminal, pero solo la proteina
E6 del VPH de AR puede unirse al nacleo de dominio de unién al ADN de
p53 (p53DBD, por sus siglas en inglés).

Otro mecanismo en la que EG6 inactiva p53 es mediante su secuestro en
el citoplasma, utilizando su unién al extremo c-terminal de p53 y
enmascarando la sefal de localizacion nuclear (NLS, por sus siglas en

inglés).
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E77°:

Este ORF se codifica posterior a E6 y esta formado de alrededor por 100
aa, aproximadamente. También es una oncoproteina transformante. Para
algunas células epiteliales humanas, la expresion de E7 es suficiente para
producir la inmortalizacion celular, pero en los VPH de BR muestran
menor capacidad de inmortalizacion y transformacion. La expresiéon de E7
del VPH de AR causa inestabilidad a nivel del genoma del huésped.

b. Region tardia
Del inglés «Late: L», representa el 40% del genoma del virus y presenta
dos genes (L1 y L2), encargados de generar las proteinas de la cdpside.
Una vez que la replicacion del ADN viral se ha llevado a cabo, se expresa
estas proteinas para luego empezar el ensamblaje y completar el virién®.
La expresion de estos ORFs se lleva a cabo en queratinocitos
diferenciados®?.
L182;
Presenta alrededor de 360 moléculas formando la capside del virus. Los
mondmeros de L1 en su nicleo se componen de 20 a 382 residuos, con
un total de 504 aa para L1 del VPH 16; y figura como un barril B de ocho
hebras antiparalelas. Tiene la funcion de interactuar con el receptor
celular y presenta actividad inmunogénica util para el desarrollo de
vacunas.
L2:
L2 es de menor tamafio y forma parte de la capside, presentando doce
moléculas en ella. L2 contribuye a la unién del virion con la superficie
celular y ayuda a su empaquetamiento. Al igual que L1, puede ser

utilizada como herramienta por su actividad inmunogénica.
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c. Region larga de control®
Representa el 15% del genoma viral y controla la expresion de los genes
E6yE7 (1,2,20). Laregion larga de control (LCR, por sus siglas en inglés)
es una regién no codificante o URR «upstream regulatory regién» que
contiene muchos elementos como el origen de replicacion (ori), regiones
de unién del ADN viral con la proteina E2, promotores para la region
temprana y zonas para la unién de factores de transcripcion de células
epiteliales.
Importancia del estudio del Virus del papiloma humano
Toda persona con una vida sexual activa puede infectarse con VPH,
produciendo a veces, sintomatologia afios después del contacto sexual
inicial. Este virus puede ser propagado al tener sexo vaginal, anal u oral con
una persona infectada con el virus o asintomatica, mediante contacto de los
genitales piel con piel®*, mediante transmision vertical (de madre a hijo), e
incluso, raramente, con besos con la boca abierta «besos franceses o besos
profundos». El VPH, usualmente desaparece del cuerpo luego de la
infeccidn, sin causar problemas de salud; pero, pueden existir infecciones
persistentes que representan un problema y peligro para la salud, como lo
son las verrugas anogenitales y el cancer®,
El VPH infecta células epiteliales y puede causar desde verrugas, hasta
neoplasia y cancer. Las infecciones persistentes del VPH oncogénico
pueden causar cancer cervicouterino, de pene, anal, entre otros®®.
Asimismo, existen coinfecciones con VPH. Las infecciones multiples por VPH
se encuentran entre el 10 al 20% de los casos confirmados®’. Segun la
literatura, la mayoria de infecciones multiples o coinfecciones son dobles,

existiendo también infecciones triples, cuadruples y quintuples®.
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Deteccion de VPH mediante técnicas de biologia molecular en la
patologia cervical®

Entre las técnicas que se emplean para deteccién y genotipificacion del VPH
se tienen:

a. Hybrid Capture 2 (HC2). Es un método semicuantitativo no radiactivo. Se
basa en la hibridacion del DNA-VPH usando sonda de RNA que se
complementa a una secuencia comun para 13 tipos de VPH considerados
de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68), que
reaccionan con anticuerpos monoclonales especificos que revelaran el virus
por quimioluminiscencia.

Estas caracteristicas hacen que esta técnica sea muy sensible, y de facil
adopcién en los laboratorios de rutina y ensayos clinicos, ademas de ser una
técnica aprobada por la FDA (Food and Drug Administration).

La técnica HC2 presenta las siguientes ventajas: (1) facil instalacion y
aplicacion en los laboratorios de rutina; (2) no requiere personal con
experiencia en técnicas moleculares; (3) presenta alta sensibilidad (96-98%),
y (4) esta Indicado en resultados de ASCUS.

Esta técnica también presenta varias limitaciones o desventajas. Primero,
solo emite resultado positivo o negativo a VPH de alto riesgo, sin identificar
el tipo viral especifico. Segundo, sus resultados pueden ser hasta un 8%
falso negativo como consecuencia de una carga viral baja o por sustancias
gue interfieren en el ensayo, principalmente antifingicos en crema o
anticonceptivos en gel. Finalmente, esta técnica puede presentar reacciones
cruzadas con algunos tipos de VPH no oncogénicos.

b. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
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En la actualidad la PCR es el método mas sensible para la deteccion de VPH;
sin embargo, existen diferentes protocolos para detectar un amplio espectro
de genotipos de VPH que utilizan partidores genéricos que reconocen
secuencias especificas del genoma viral®l. Los protocolos, en su mayoria,
usan juegos de oligonucleétidos dirigidos a la region del gen L1 altamente
conservadora entre los tipos virales. Entre ellos destaca el uso de los
oligonucleétidos GP5+/6+ y los MY09/11 degenerados®..

Para la tipificacion de genotipos virales a partir de los productos de la
amplificacion, se utilizan distintos métodos: Southern Blot, Hibridacion Dot
Blot, fragmentos de restriccidén de longitud polimérfica (RFLP), secuenciacion
y enzimoinmunoensayo®?.

La PCR para VPH puede verse alterada por la presencia de diversas
sustancias que inhiben la reaccién de amplificacién. Por estas razones, la
mayoria de laboratorios han incorporado la amplificacién de un control interno,
por ejemplo, la beta-globina se utiliza en cada ensayo de PCR como un
indicador para detectar la inhibiciéon potencial y/o integridad de la muestra.
Esto es particularmente importante para muestras de tejido conservado en
parafina, donde puede haber degradacion del DNA; por tanto, se recomienda
evaluar previamente la integridad de la muestra®,

Entre los sistemas con mayor sensibilidad para determinar la infeccion por
VPH destaca la PCR en tiempo real. Un método muy usado en estudios
epidemioldgicos y clinicos que permite estimar con gran precision la carga
viral ®* . Asimismo, existen dos sistemas fundamentados en la PCR
comunmente utilizados para la detecciéon de los genotipos del VPH®.
Aunque algunos genotipos del VPH pueden producir anormalidades

citologicas, no todos tienen implicancia clinica en el desarrollo de una
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probable lesién maligna, por ello es importante contar con la genotipificacion
del VPH. Factores que influyen como predictores para el desarrollo de
lesiones de alto grado, son las infecciones persistentes por un mismo tipo de
VPH de alto riesgo, como se observo en una cohorte de 354 mujeres con
infeccion persistente por VPH de alto riesgo, donde el 9,3% desarrollaron
una NIC3 (severa displasia) en un seguimiento de 33 meses®®. Otros factores
gue influyen como predictores de lesiones de alto riesgo son las infecciones
multiples permanentes®”’.

Pruebas moleculares y tamizaje de Cancer cervical

Los programas de deteccion precoz de CCU han ido variando desde su
creacion y, hasta la fecha, no han tenido un impacto positivo en la esperanza
de vida de los pacientes, probablemente por alguna relacién con el curso
indolente de esta patologia®.

La prueba visual con &cido acético es el examen méas simple y de menor
costo para el tamizaje de CCU, usualmente se practica en paises no
desarrollados. Consiste en aplicar 3 a 5% de solucion de &cido acético en el
cuello del utero, donde se pueden visualizar lesiones marcadas por el
guimico. Esta prueba tiene una sensibilidad y especificidad del 84% (66-
96%) y 82% (64-98%) respectivamente, y una alta tasa de falsos positivos®.
La citologia cervical es el método mas usado y durante mucho tiempo fue el
estandar de oro para el tamizaje de CCU, aun con deficiencias y potenciales
propios de la técnica, conservacion y/o lectura. Su sensibilidad oscila entre
55-94% y varia de acuerdo al laboratorio, citologista, muestra adecuada y
técnica de fijacidn; tal como lo demostré un metanalisis de 94 estudios de
citologia convencional con Papanicolaou y tres estudios con citologia en

base liquida que dieron una sensibilidad variada de 30 a 87%1%, En
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consecuencia, la sensibilidad varia entre paises y la experiencia del
laboratorio.

Los estudios de tamizaje de CCU en Norteamérica y Europa muestran que
la deteccién molecular de VPH es mas sensible que la citologia cervical en
la deteccion de lesiones NIC2 o superior (96,1% vs 53%) vy, a la vez, menos
especifico (90,7% vs 96,3%)1°%. Estas cifras son similares a un estudio
canadiense donde incluyeron 10 000 mujeres, y encontraron una sensibilidad
de 94,6% vs 55,4% con citologia, y especificidad de 94,1% vs 96,8%'%2. Por
otra parte, los resultados del estudio ATHENA realizado en 47 000 mujeres
de EE. UU para comparar el rendimiento entre la identificacién de DNA-VPH
de tipo 16 y/o 18 versus citologia liquida como screening de CCU,
demostraron que el 10% de pacientes con resultado positivo a VPH tipo 16
o 18, tuvieron lesiones cervicales de alto grado que no habian sido
detectados previamente en la citologia cervical'®,

Las recomendaciones actuales para la deteccion de cancer cervical fueron
realizadas de forma conjunta por la Sociedad Americana del Cancer (ACS), la
Sociedad Americana de Colposcopia y Patologia Cervical (ASCCP) y la
Sociedad Americana de Patologia Clinica (ASCP) en el afio 2012 y fueron
aprobados en el Congreso Americano de Obstetricia y Ginecologia (ACOG) el
mismo afio'®*. Los acuerdos finales de este consenso fueron los siguientes:

« La deteccion del carcinoma cervical debe iniciarse a los 21 afos, sin
tener en cuenta la edad de inicio de relaciones sexuales o el estado de
vacunaciéon contra VPH. La prueba de tamizaje para este grupo debe ser
exclusivamente con citologia cervical cada 3 afios hasta llegar a los 30

anos de edad.
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« En mujeres de 30 a 65 afios, el tamizaje debe incluir citologia cervical y
deteccion de VPH cada 5 afios, aunque realizar la citologia cervical cada
3 afios es aceptable.

* En mujeres >65 afios, sin antecedentes de NIC2, o superior y que hayan
tenido resultados negativos en controles previos puede suspenderse el
tamizaje.

* Las mujeres con antecedentes de NIC2 o superior, deben seguir en
vigilancia durante 20 afos tras el seguimiento posterior al tratamiento
inicial, independiente de si se han realizado histerectomia total o no.

Los estudios de costo-eficacia orientados a la introduccion de nuevas
tecnologias en programas de cribado de CCU, sectorizan los esfuerzos tanto
econémicos como en salud, en utilizar pruebas de alta sensibilidad y
especificidad, y evaluar el costo conveniente de acuerdo a la prevalencia de
CCU en cada poblacién. Con esto sugieren que en paises en desarrollo la
citologia podria ser el método de eleccion, teniendo en cuenta que la
poblacion de mayor riesgo (30-50 afios) podria realizarse el tamizaje 1 o0 2
veces con una prueba de mayor costo y alta sensibilidad°®.

Diagnéstico de VPH Hybribio Limited (PCR)

Los métodos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la
sensibilidad y especificidad de la técnica dependen principalmente de
factores tales como el juego de oligonucleotidos empleados, el tamafio del
fragmento amplificado y la habilidad de detectar multiples tipos virales'°®,
En la actualidad uno de los sistemas mas sensibles para determinar la
infeccion por VPH, es la PCR en tiempo real, su utilizacion en estudios
epidemiologicos enriquece la informacion clinica, ya que ademas de

proporcionar datos sobre la presencia del virus con una gran sensibilidad,
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permite estimar con gran exactitud la carga viral®’. Sin embargo, los 2
sistemas basados en la PCR mayormente aceptados y debidamente
validados por la Union Europea (CE Mark) son: The AMPLICOR HPV (AMP)
y la prueba para genotipificacion Linear Array HPV Genotyping Test 28,29,30
(LA) (Roche Molecular System, Alameda,CA).1%8

Amplicor

La prueba AMPLICOR HPV Test (CE-IVD) es una prueba cualitativa in vitro
para la detecciéon del VPH en muestras clinicas. La prueba utiliza la
amplificacion de ADN objetivo mediante la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) e hibridaciéon de regiones amplificadas para la deteccién
del ADN de 13 genotipos de VPH de alto riesgo (mismos genotipos
detectados en CH2). En varios estudios, la prueba AMPLICOR HPV Test, ha
demostrado una alta sensibilidad para las anormalidades NIC II/lll en
seguimiento a largo plazo, y demuestra indices de desempefio adecuados
para su uso en tamizaje primario de cancer cervical.%®

Linear Array

En la actualidad el sistema mas sensibles y especificos para determinar la
infeccion latente, subclinica y activa por VPH, es la prueba “Linear Array
Genotyping Test” basada en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
para la amplificacion de una secuencia especifica de la region L1, utilizando
un par de oligonucleétidos de amplio espectro, seguida de una hibridacion
con sondas especificas para tipificacion individual 37 genotipos de alto y bajo
riesgo: 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58,
59, 6162, 64, 66,67, 68,69, 70,71, 72,73, 81, 82, 83, 84,1539, and CP6180.
Su utilizacion en estudios epidemiolégicos enriquece la informacion clinica,

ya que permite conocer el tipo especifico de VPH y las infecciones multiples,
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lo que posibilita el seguimiento particular de la persistencia de la infeccion
con genotipos de alto riesgo y la identificacion de infecciones con los
genotipos mas oncogénicos como el 16,18,31 y 45.110

Entre los atributos de la prueba LA, se encuentra: su elevada sensibilidad
98% vy especificidad 99%; ademas de incluir controles internos de
amplificacion (lineas de referencia de beta-globina baja y alta para evaluar la
adecuacion celular, la extraccion y la amplificacion individual para cada
espécimen procesado) que le confieren elevado valor predictivo negativo,
ausencia de reactividad cruzada y excelente reproducibilidad 99.8%.t
Hybribio Rapid GenoArray test Kit.

Este 21 HPV Geno Array Diagnostic Kit es una prueba cualitativa basada en
PCR in vitro para la deteccidon y determinacién de 21 ADN de HPV
especificos en muestras de cuello uterino. El ensayo esta optimizado para
detectar 15 ADN de VPH de alto riesgo y 6 tipos de ADN de VPH de bajo
riesgo de la siguiente manera: Los de alto riesgo: VPH: 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 53, 56, 59, 59, 66, 68; y los de bajo riesgo: HPV 6, 11, 42, 43,

44, 81 (CP8304).

limagen- 5 Kit de toma de muestra

Principio:
Mediante el uso de la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) para amplificar
el ADN del VPH extraido de muestras cervicales, amplificados de ADN se

hibridan con probé HPV especificos ubicados dentro del HybriMem bajo
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nuestra tecnologia de hibridacion de flujo patentada en Estados Unidos.
Seguida de un resultado colorimétrico mediante el método de inmunoensayo
enzimético.

Protocolo de latoma de muestra
El kit de diagndstico Geno Array de 21 HPV contiene suficientes reactivos para
30 pruebas. El flujo de trabajo incluye tres pasos:

1. Extraccion de ADN del VPH de la muestra cervical.
2. Amplificacion por PCR.
3. Hibridacion.

(Extraccion de ADN del VPH de la muestra del cuello uterino)

Las muestras cervicouterinas podrian recogerse mediante cualquiera de los
siguientes medios de transporte Thinprep, surepath, Roche Female Swab
Sample Kit, Hybribio Female Sample Collection Kit.

La Genotipificacion de VPH es répida y precisa en macro matriz para la
identificacion de 21 tipos del virus del papiloma humano (VPH).
Caracteristicas
- El panel de prueba HPV Geno Array permite identificar 15 tipos de VPH de

alto riesgo: VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68 y 6
tipos de VPH de bajo riesgo: VPH 6, 11, 42, 43, 44, 81(CP8304)

- Alta sensibilidad y especificidad: >95%

- Resultados prometedores comparados con Linear Array de Roche, con una
mejor detecciéon de VPH 52.

- Control de Amplificacion (IC) y control de Hibridacion (Biotina) para el
monitoreo de todo el proceso.

- ElKit de lisis celular esta incluido para la extraccion de ADN.
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Factores de riesgo que favorecen la persistencia de los PVH y su
evolucion hacia un CCU

- Inicio de las relaciones sexuales a temprana edad.

- Cambios frecuentes de pareja.

- Consumo de tabaco.

« Inmunodepresién (por ejemplo, las personas infectadas por el VIH corren un
mayor riesgo de infeccién por PVH y padecen infecciones provocadas por
un espectro mas amplio de estos virus).

Alcance del problema

A nivel mundial, el CCU es el cuarto cancer mas frecuente en la mujer. Se

calcula que en 2012 hubo 529,409 nuevos casos, que representaron el

7,5% de la mortalidad femenina por céancer. De las aproximadamente

274,883 defunciones por CCU que se registran cada afio, mas del 85% se

producen en los paises en desarrollo.

En los paises desarrollados, se han puesto en marcha programas que

permiten que las mujeres se sometan a pruebas de deteccién de la mayor

parte de las lesiones precancerosas en fases en que todavia pueden
tratarse facilmente. En esos paises el tratamiento precoz previene hasta el

80% de los casos de CCU.

En los paises en desarrollo, el escaso acceso a pruebas de deteccion

eficaces significa que, con frecuencia, la enfermedad no se detecta hasta

las fases mas avanzadas, cuando aparecen los sintomas. Ademas, las
perspectivas de tratamiento de la enfermedad en una fase tan avanzada no
siempre son buenas, por lo gue en estos paises la tasa de mortalidad por

CCU es més alta. La elevada tasa de mortalidad mundial por CCU (52%)

podria reducirse con programas de deteccion y tratamiento eficaces.
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Vacunacién contra los PVH

En la actualidad existen dos vacunas que protegen contra los PVH 16 y 18,

causantes del 70% de los casos de CCU, como minimo. Las vacunas

pueden conferir cierta proteccién cruzada frente a otros tipos de PVH

menos comunes que también son causa de este cancer. Una de las

vacunas también protege contra los tipos 6 y 11, causantes de verrugas

anogenitales.

Los resultados de los ensayos clinicos muestran que ambas vacunas son

seguras y muy eficaces en la prevencion de la infeccion provocada por PVH

16y 18.

Las dos vacunas funcionan mejor si se administran antes de la exposicion a los

PVH. Por tanto, es preferible administrarlas antes del inicio de la vida sexual.
Las vacunas no sirven para tratar las infecciones por PVH ni las enfermedades
asociadas, como el cancer. Algunos paises han empezado a vacunar a los
nifios, dado que la vacuna previene distintos tipos de cancer genital tanto en
hombres como en mujeres; ademas, una de las dos vacunas disponibles
también previene las verrugas genitales en ambos sexos. La OMS recomienda
gue se vacune a las niflas de edades comprendidas entre los 9 y los 13 afios,
ya que esta es la medida de salud publica mas costo-eficacia contra el CCU.
La vacunacion contra los PVH no sustituye a las pruebas de deteccion del
CCU. En los paises donde se introduzca la vacuna, podria seguir siendo
necesario crear programas de deteccion o afianzarlos.

2.2.2. Citologia cervical o Papanicolaou (PAP)
La citologia es el estudio de células individuales que tiene el propdésito de
detectar anormalidades morfolégicas de las células examinadas que

provienen de la descamacion de superficies epiteliales, de liquidos
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corporales 0 se obtienen por aspiracién con aguja. La citologia cervical o
cervico-vaginal, estudia las células exfoliadas de la union escamo-columnar
del cuello uterino y ha sido por afios el principal método de busqueda de
cancer cervico-uterino, ampliamente reconocido por programas de control y
prevencion de cancer como un test que ha reducido la incidencia y mortalidad
por cancer de cuello uterino. Algunos datos indican que programas bien
organizados de busqueda citoldgica de cancer, han disminuido la mortalidad
por este cancer hasta en un 70%. Ademas de la deteccion de lesiones
premalignas y malignas, la citologia vaginal proporciona informacién sobre
el estado hormonal de la paciente y presencia de microorganismos. La
fortaleza del método se basa en décadas de experiencia en su uso, bajo
costo, alta especificidad y que las lesiones identificadas pueden ser
facilmente tratables.

Entre las limitaciones del test se encuentra que la toma de la muestra es un
proceso potencialmente embarazoso para la paciente, por lo cual en ciertas
culturas es dificil de implementar, se considera un método invasivo que
requiere personal entrenado y tiene moderada sensibilidad.

Historia

El desarrollo de la citologia como campo de estudio de la medicina, necesito
dos condiciones: el concepto de célula y la invencion del microscopio. A
pesar de que la invencion del microscopio data del siglo XVI, el concepto de
célula logré aceptacion hasta el siglo XVIII por lo que la citologia como
herramienta diagndstica tiene sus comienzos a partir del siglo XIX.

A principios del siglo XVII los hermanos Janssen usaron las lentes para
crear el microscopio, lo que permitié observar las estructuras celulares con

un aumento de 60 veces en relacion al tamafio normal, sin embargo, los
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microscopios de esa época producian distorsion de imagenes y tenian bajo
poder de resolucion por lo que al inicio no tuvieron mucha aceptacion y no
fueron utilizados. Uno de los padres de la citologia fue Johannes Miller, de
Berlin, quien en 1838 editd una monografia sobre células tumorales
malignas; a principios del siglo XIX Joseph Récamier inventd el espéculo
vaginal con el cual podia visualizar el cuello uterino y obtener células de la
vagina y del cuello uterino.

La citologia ginecoldgica comienza, en sentido estricto, en 1943 con George
N. Papanicolaou, quien nacié en 1883 en Grecia, estudi6 Medicina en
Atenas y en 1913 emigré a Estados Unidos de América, trabaj6 varios afios
en investigacion en la Universidad de Cornell de Nueva York, donde se
dedicé a estudiar, en animales, el comportamiento ciclico hormonal del
epitelio vaginal.

En 1917 publicé en el “American Journal of Anatomy” su famoso escrito
“Existencia de un ciclo tipico estrogénico en animales; estudio de los
cambios fisioldgicos y patoldgicos” que fue la base del estudio de toda su
vida. Durante este estudio descubrio la presencia de células tumorales en
algunos frotis. El Dr. Papanicolaou dedic6 cuarenta y cinco afios al estudio
de la citologia exfoliativa; desde 1923 la propuso como un método para
diagndstico de cancer uterino, sin embargo, el método no tuvo aceptacion.
El Dr. Papanicolaou continu6é estudiando y mejorando las técnicas de
extendido vaginal y cervical, asi como técnicas de conservacion y tincién
de las células. En 1942 publicé la técnica de tincibn que conocemos
actualmente como Técnica de Papanicolaou; finalmente en 1943 junto al
ginecologo Traut publico su trabajo, “Diagnodstico de cancer uterino

mediante frotis vaginal” trabajo que significo el reconocimiento internacional
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de la citologia ginecoldgica. En afios posteriores el nuevo método tuvo gran
aceptacion, perfeccionamiento y difusion. La persistencia y dedicacion del
Dr. Papanicolaou permiti6 hacer de la citologia y del frotis vaginal una
herramienta clinica comun, lo que ha resultado en una disminucion del 70%
de muertes por cancer uterino en los ultimos 40 afios.
Actualmente la citologia vaginal con tincion de Papanicolaou constituye el
método por excelencia de tamizaje para deteccion temprana de cancer de
cuello uterino.
Procedimiento
1. Solicitud del examen.
La hoja de solicitud de examen citolégico es la principal comunicacion
entre el laboratorio y el médico, la misma debe llenarse con todos los
datos requeridos y con letra legible antes de realizar la toma de la
muestra.
2. Tomade la muestra
Los siguientes son requisitos para la obtencion de una muestra citolégica
con condiciones Optimas para su evaluacion:

» El examen no debe realizarse durante la menstruaciéon o antes de 3
dias de finalizado el ultimo periodo menstrual.

« Cuarentay ocho horas previas al examen la paciente no debe haberse
realizado duchas vaginales, no debe haber tenido relaciones
sexuales, no debe haber usado tampones, jabones, cremas vaginales
0 medicamentos via vaginal. Para la toma de la muestra se debe
seguir una serie de procedimientos los cuales son:

* Rotulacién de la lamina.
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Previo a la toma de la muestra, la laminilla de vidrio (portaobjetos)
debe ser rotulada colocando cinta adhesiva con el nombre completo
de la paciente, en la superficie inferior de la laminilla.

Visualizacion del cuello uterino

La zona de transformacion (unién del exo y endocervix o unién
escamo columnar) es donde mas frecuentemente se origina el
cancer de cuello uterino por lo cual debe ser el sitio de toma de la
muestra. La zona de transformacion puede ser facilmente
visualizada o encontrarse muy alta y no visualizarse, esto varia no
solo de persona a persona, sino que incluso en la misma persona a
través del tiempo por cambios hormonales que incluyen embarazo,
menopausia, etc.

Recoleccion de la muestra

Existe una variedad de instrumentos para obtener muestra celular
del exocervix, zona de transformacién y endocervix que incluyen
cepillos endocervicales, espatulas de madera y plasticas.
Realizacion del extendido

La muestra obtenida del cuello uterino debe extenderse en la
laminilla, no frotarla, debe fijarse inmediatamente con spray fijador,
de preferencia especial para citologia, para evitar el secado al aire
gue provoca distorsion celular y altera la evaluacion de las células.
Envio a Laboratorios de Citologia

Las laminillas una vez fijadas deben ser colocadas en cajas
especiales, de plastico, madera o carton, junto con sus respectivas

boletas y ser enviadas a los laboratorios de citologia.
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3. Procesamiento e interpretacion de las unidades de estudio
En los laboratorios de citologia los datos de las hojas de solicitud son
ingresados a un sistema de informacion; las laminillas o unidades de
estudios son identificadas con un nimero correlativo y sometidas a un
procesamiento que consiste en una serie de pasos, que incluye la
tincion con la técnica de Papanicolaou, que permiten su observacion al
microscopio.
La Tincidn de Papanicolaou es un método de tincion policromico con el
gue se busca obtener contraste entre el nucleo y el citoplasma de las
células; consiste en introducir las laminillas, de una manera secuencial
y por tiempo predeterminado, en diferentes soluciones que incluyen:
agua, alcohol etilico a diferentes concentraciones, colorantes, acetona
y xilol con el propd@sito hidratar las células y prepararlas para la tincién,
colorear los componentes celulares y facilitar la observacion al
microscopio. Una vez procesadas las laminas se procede a su
observacion al microscopio éptico con el fin de determinar si la forma,
tamafio, patrén de tincion, etc. nuclear y celular son o no normales; se
realiza la interpretacion de los hallazgos y posteriormente la
categorizacion de los resultados.

4. Informe de resultados
En términos generales el resultado de una citologia cervical debe brindar
informacioén sobre tres componentes basicos:
+ Calidad de la muestra
» Categorizacion de los resultados

* Interpretacién y diagnostico descriptivo de los hallazgos.
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a. Calidad de la Muestra: Es uno de los indicadores mas importantes en la
evaluacion de la citologia y permite brindar informacion al médico
remitente sobre el material que ha obtenido en la toma de la muestra, esto
fomenta una mayor atencibn al momento de tomar muestra. Las
categorias que se han utilizado son: Satisfactoria, Insatisfactoria y una
categoria intermedia denominada Satisfactoria pero limitada.
Satisfactoria: cuando en la boleta de solicitud se consigna todos los
datos requeridos, el extendido contiene un nimero adecuado de células
escamosas bien conservadas, y existe representacion de la zona de
transformacion, que se estima con la presencia de células de metaplasia
escamosa o de células endocervicales.

No es posible aplicar en todos los casos todos los criterios estrictamente;
por ejemplo, si no hay presencia de células de la zona de transformacion
la muestra se reporta como satisfactoria, pero debe indicarse en el
informe para ofrecer al médico remitente informacién sobre el material
que obtuvo.

Insatisfactoria: cuando la muestra no tiene boleta de solicitud, la lamina
no esta rotulada, la ldmina esta rota, la celularidad es muy escasa o
existe factores (hemorragia, mala preservacion, abundante presencia de
células inflamatorias) que impiden valorar el extendido.

Cuando la muestra es insatisfactoria se debe consignar si el laboratorio
proceso y evalud la muestra y por qué causa se considera insatisfactoria.
La categoria “Satisfactoria, pero limitada” se elimin6 porque genera
confusién entre los médicos tratantes y por la variabilidad de lo que en
los laboratorios se considera “limitada”.

b. Categorias de los Resultados
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Los hallazgos del frotis se reportan de acuerdo a las siguientes

categorias generales:

» No util o frotis inadecuado: cuando la muestra es insatisfactoria.

* Negativo por malignidad: el frotis no presenta alteraciones
morfoldégicas de neoplasia maligna o de lesibn premaligna
(displasia).

* Sospechosa por malignidad. Existen alteraciones morfolédgicas, pero
no son concluyentes

« Positivo por malignidad: el frotis presenta alteraciones morfologicas
en células epiteliales escamosas o glandulares, incluye:

* Neoplasia Intraepitelial Cervical Grado | (NIC I) (Displasia Leve)

* Neoplasia Intraepitelial Cervical Grado II (NIC 1) (Displasia
Moderada)

* Neoplasia Intraepitelial Cervical Grado Ill (NIC Ill) (Displasia

+ Severa/carcinoma in Situ

» Carcinoma de Células Escamosas

* Adenocarcinoma

Sistema Bethesda

El sistema de Bethesda para informar la citologia cervical, fue desarrollado
por un grupo de expertos en Citologia, Histopatologia y Ginecologia en
1988 y ha sido objeto de dos revisiones posteriores , este sistema se
realizé con el propésito de informar la citologia cervical de una manera
clara, proporcionar informacion relevante al médico y fomentar la
comunicacion eficaz entre el médico y el laboratorio; en él se introduce una
nueva nomenclatura que en contraste con las nomenclaturas que han

estado en uso, (NIC o displasias), introduce una interpretacion descriptiva
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de los hallazgos y emplea el término “citologia cervical” en vez de “citologia

cervico-vaginal” debido a que la mayoria de métodos de obtencion de la

muestra no tiene como propasito la toma de muestras de la vagina.

El Sistema de Bethesda define una clasificacion general (opcional) y la

interpretacion de resultados. La clasificacion general incluye:

1. Negativo para Lesion Intraepitelial o Malignidad: cuando no existe
ninguna anomalia de las células epiteliales.

2. Anomalia en Células Epiteliales: cuando se identifica alteraciones
celulares de lesiones premalignas o malignas en las células escamosas
o en las células glandulares.

En esta se incluyen Unicamente dos categorias para las lesiones

intraepiteliales escamosas, basandose en que los criterios clinicos de

decisidn terapéutica (seguimiento o realizacion de colposcopia) y en que

un menor nimero de categorias disminuye la posibilidad de la variabilidad

entre observadores en la interpretacion de resultados. Las dos categorias

son:

» Lesion Intraepitelial Escamosa de Bajo grado (LIEBG) que incluye
infeccion por HPV y NIC | (displasia leve) y

» Lesion Intraepitelial Escamosa de Alto Grado (LIEAG) que incluye NIC
Il'y NIC 1l (displasia moderada, displasia severa y carcinoma in situ).

La clasificacion de Bethesda introduce la categoria Células Escamosas

Atipicas que utiliza el término ASC-US (células escamosas atipicas con

significado indeterminado) la cual refleja las limitaciones inherentes al

examen y la dificultad para interpretar ciertos cambios celulares con

precision y reproducibilidad, que existe en ciertos casos, para brindar un

diagnaéstico definitivo.
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La categoria Carcinoma Escamoso es definida como un tumor maligno
invasor que presenta diferenciacion escamosa de las células.

En cuanto a las anormalidades de células glandulares, el Sistema de
Bethesda también ha incorporado cambios en el modo de informar las
anomalias de estas células tomando en cuenta que los hallazgos
glandulares atipicos involucran un aumento de riesgo de que exista una
entidad neoplasica maligna relacionada y deben ser clasificados, siempre
gue sea posible, segun el tipo de célula glandular identificada
(endocervical o endometrial), para fines de seguimiento y de tratamiento.
Otros aspectos importantes en este sistema de informacion de citologia
cervical son, que no incluye los términos “Displasia Glandular
Endocervical” ni “Lesion Glandular Intraepitelial de Bajo Grado”, ademas
se considera que el adenocarcinoma endocervical in situ es el equivalente
al carcinoma in situ de células escamosas o NIC IIl y precursor del
adenocarcinoma endocervical invasor y se eliminé el término Células
Glandulares Atipicas de significado Indeterminado (AGUS) para evitar

confusiones con el término ASCUS.
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Cuadro comparativo citologias cervicales

ASCUS- Lesion Intraepitelial Escamosa
Células escamosas
Negativo atipicas de significa-
malignidad do indeterminado
BETHESDA Cambios
Reparacion LEIBG- LEIAG
ASCH- Lesion escamosa  Lesion escamosa
Células de significa-  intraepitelial de intraepitelial de alto
do indeterminadoy  bajo grado grado
no pueden excluir Céncer
LEIAG invasor
CGA
Células galdulares
atipicas
‘N Neoplasia intraepitelial cervical
RICHART Normal  Inflamacion NC 1 NIC2 NIC3
OMS Normal  Inflamacion Displasia leve Displasa Displasia C-anser
moderada grave insitu
PAPANICOLAOU CLASE | CLASE I CLASE Il CLASE IV CLASEV

Imagen 6 Clasificacion de la lesién pre invasora del cérvix

Fuente: Medina Villasefior EA, Martinez R, Editores. Fundamentos de oncologia. lera edicion.

México, D.F: Universidad Nacional Autbnoma de México, 2009. P. 34-39.
Confiabilidad

La citologia cervical, a pesar de su demostrada habilidad de deteccion y su
papel en la reducciéon de la mortalidad de cancer de cuello uterino, como todo
test de muestreo, esta limitada por resultados falsos positivos y falsos
negativos. Hay varios factores que influyen en la obtencién de falsos
negativos que en general incluyen errores en la toma y procesamiento de la
muestra o errores en la busqueda e identificacion de las células malignas y
en su interpretacion. Cerca de dos tercios de los falsos negativos resultan de
error en la toma de la muestra y el tercio restante por error en la deteccién.
Existen multiples razones por las cuales se puede obtener un resultado falso
positivo entre estas: una lesidbn de bajo grado puede estar presente al

momento de tomar la muestra de citologia y la lesion puede haber
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desaparecido previo a la toma de la biopsia; los resultados falsos positivos
ocurren por la dificultad y el caracter subjetivo e interpretativo de la evaluacion
citologica.

Con el propésito de reducir los falsos negativos y mejorar la prueba de
Papanicolaou como examen diagnostico para cancer de cuello uterino y sus
precursores, se han desarrollado nuevas técnicas entre ellas estd la
Citologia Liquida ( Liquid Base Cytology) y la revisiobn computarizada de las
laminillas.

La Citologia Liquida (LBC) es una nueva técnica para el procesamiento de
las muestras de citologia en la cual la muestra se toma como en la citologia
convencional pero se utiliza un dispositivo de toma al que se puede
desprender el cepillo o una combinacién de espétula pléstica y cepillo
endocervical , pero a diferencia de la citologia convencional en la que se
realiza el extendido inmediatamente en el portaobjetos, en este método el
extremo del cepillo desprendido se introduce en una solucion fijadora en
donde se conservan y dispersan las células, en el laboratorio la muestra es
recolectada y concentrada selectivamente a través de filtros y luego
transferidas al portaobjetos para su tincién y posterior interpretacion. Debido
a que la muestra es fijada inmediatamente después de su recoleccion y que
en el proceso se elimina materiales que puedan oscurecer la evaluacion de
las células epiteliales como sangre, moco y células inflamatorias, hay pocos
artefactos en la morfologia celular, ademas las células son depositadas en
una sola capa celular (monocapa) todo esto facilita la observacion celular.
De las ventajas que se ha obtenido con este método es la reduccion de las

muestras inadecuadas; segun un estudio reduce el rango de inadecuados de
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9 por ciento a 1-2 por ciento y disminuye el tiempo empleado en la
interpretacion porque facilita la observacion de las células.

Los estudios realizados estiman que la especificidad de la citologia
convencional es de 0.98 (95% de intervalo de confidencia) y la sensibilidad
de 0.51 (95% de intervalo de confidencia). En relacién a la citologia liquida
los pocos estudios realizados que utilizan estdndares de referencia
histolégica y colposcépica, reportan sensibilidad y especificidad dentro de los
rangos reportados para la citologia convencional, sin embargo, los estudios
gue comparan directamente la nueva técnica con el frotis convencional
usando Unicamente la citologia como estandar de referencia reportan un
significativo aumento de la sensibilidad con la citologia liquida.

La citologia cervical debe considerarse como un estudio de tamizaje o
basqueda de cancer de cuello uterino que puede considerarse como
consulta médica porque implica un proceso de interpretacion que ayuda a
definir un diagnéstico; el diagndstico definitivo de cancer de cuello uterino se

realiza por medio de la biopsia.

2.3 Bases conceptuales

* Papanicolaou: (PAP) es una manera de examinar células recolectadas
del cuello uterino y la vagina. Esta prueba puede mostrar la presencia de
infeccion, inflamacién, células anormales, o cancer. Se debe iniciar su
toma desde los 21 afios, sin tener en cuenta el inicio de las relaciones
sexuales o vacunacion contra el PVH, aprobado en el Colegio Americano
de Obstetricia y Ginecologia 20121%2,

+ Citocepillo o Citobrush: Dispositivo con cerdas finas de nylon, que sirve

para la toma del PAP endocervical.
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Espatula de Ayre: Dispositivo de madera o plastico que tiene la forma
anatoOmica adaptable al cuello, que sirve para la toma de PAP del
exocervix.

Virus Papiloma Humano (VPH): Fue el primer virus DNA identificado
hace méas de 65 afios, pertenecen al grupo | (Virus ADN bicatenario),
familia Papillomaviridae con 39 géneros, de las cuales 5 géneros:
Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus, Gammapapillomavirus,
Mupapillomavirus y Nupapillomavirusa infectan a seres humanos. Estos 5
géneros albergan cerca de 200 tipos de virus que forman la clasificacion
no taxonémica de VPH3,

Tipificacion DNA: La deteccion directa del DNA del VPH constituye el
método mas fiable para identificar el virus. Los procedimientos biolégicos
moleculares disponibles son: - Hibridacion - Prueba de Hibridacion in situ
(ISH) - Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Formas de presentacion del VPH: Clinica (condiloma acuminado): Las
imagenes clasicas son apreciables a simple vista. Subclinica: Las
caracteristicas solo se identifican con ayuda de una solucion de &cido
acético y colposcopia. Latente: La infeccion es solo demostrable por
medio de pruebas de hibridacion molecular HPV-DNA.

Colposcopia: Este estudio incluye la exploracion del tracto genital inferior
con diferentes aumentos, tanto antes como después de la aplicacion de
diversos reactivos. Es preciso que incluya el examen del exocervix, orificio
cervical externo, uniéon escamo cilindrico y cualquier parte accesible del

canal cervical.
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= Hibridacion molecular: Técnica moderna de laboratorio utilizada en la
deteccion del DNA v tipificacion del VPH entre ellas las mas usadas son:
-ViraPap — ViraType — Hybrid capture.!'4

- Vacuna para VPH: Existen actualmente dos vacunas contra el VPH, ellos
son: Gardasil tetravalente que actia frente a los tipos 6, 11, 16 y 18, del
laboratorio Merck y otra llamada Cervarix del laboratorio GlaxoSmith-Kline
que actia sobre el virus 16 y 18 del VPH. Peru fue el primer pais en
incorporarla en Sudamérica, seguido por Argentina y Paraguay.

- Vacuna Nonavalente para VPH: Gardasil 9° presenta una eficacia del
97% en la prevencion de lesiones de alto grado en el cuello de utero,
vagina y vulva causadas por los cinco tipos oncogénicos de VPH
adicionales (31, 33, 45, 52, 58) en mujeres entre 16 y 26 afios de edad.
Ademas, la vacuna demostré inducir una respuesta de anticuerpos en
mujeres de entre 9 y 26 afios frente a los tipos 6, 11, 16 y 18, que fue no
inferior a la inducida por Gardasil, la vacuna tetravalente el lider contra

VPH. De este modo, se traslada la eficacia de Gardasil a Gardasil 9.

2.4 Bases Epistemolégicas
Positivismo: La oncogenicidad del VPH solo se determina con el estudio del
genoma viral y la secuencia de sus nucledtidos, evaluada por PCR. Post
positivista: Conociéndose la causa del cancer de cuello uterino se previene el
contagio del VPH con atencién primaria y tratamiento correspondiente cuando
se tiene desarrollado la enfermedad. Los importantes avances que se han
generado para comprender el papel fundamental que juega el virus del
papiloma humano en el desarrollo del cancer cervical constituyen una base

solida sobre la cual se pueden implementar nuevas estrategias, enfocadas a
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la investigacién y prevencion de este tipo de cancer, que sean de gran impacto
en Latinoamérica.

El desarrollo de ensayos de alta sensibilidad de deteccion del ADN ha
revolucionado el diagnostico de VPH y develado varios aspectos cruciales de
la infeccién de VPH para su estudio.

Los virus del papiloma humano representan un grupo heterogéneo de agentes
gue infectan los tejidos epiteliales y se han asociado con diversas
enfermedades neoplésicas. Los tipos 16 y 18 se asocian con el cancer
cervicouterino!'® y los 6 y 11 con lesiones benignas, como el condiloma
acuminado. Hasta el momento se han descubierto cerca de 200 tipos virales,
100 de éstos bien caracterizados. Los tipos se consideran distintos cuando la
secuencia de nucleétidos de su genoma es diferente en mas de 10%. Sin
embargo, todos los virus del papiloma humano tienen estructura y
organizacion genética similar: se componen de una molécula de ADN circular
de doble hebra, de 8,000 pares de bases y una capside icosaédrica
compuesta de 72 capsomeros producidos de dos proteinas estructurales, y
no tienen envoltura nuclear. EI ADN viral tiene ocho genes, de los cuales seis
codifican para proteinas tempranas (E) y dos para proteinas tardias (L). Las
proteinas E5, E6 y E7 estan implicadas en la transformacién neoplasica, y E1
y E2 en la replicacion del genoma viral; tambiéen, E2 regula la expresion de los
genes tempranos y particularmente reprime la expresion de los oncogenes E6
y E7. Los genes L1 y L2 codifican para las proteinas de la cipside. Ademas
de estos genes, el genoma viral tiene una region de 800 pares de bases,
conocida como region larga de control o region reguladora, que contiene
diversos elementos de regulacion de la transcripcion y el origen de replicacion

del virus. Casi la mitad de los virus infecta el conducto genital y el resto
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produce verrugas benignas, entre otras lesiones en la piel y las mucosas no
genitales. Los virus del papiloma humano asociados con lesiones genitales se
dividen en virus de alto y bajo riesgo. Se han identificado 15 tipos virales de
alto riesgo (oncogénicos) asociados con el cancer cervicouterino y con la
neoplasia intraepitelial cervical de alto grado; los mas comunes son los VPH-
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 56, 58 y 59. Los virus de bajo riesgo, como los
VPH- 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72, 81, etcétera, se asocian con el
condiloma acuminado, la neoplasia intraepitelial de bajo grado y las
infecciones asintomaticas. Las variantes genéticas del virus del papiloma
humano difieren entre si hasta en 2% de su genoma, y algunos de estos se
han relacionado con lesiones mas avanzadas o0 tipos histolégicos de
comportamiento mas agresivos!?.

La incidencia de cancer cervicouterino entre los diferentes paises aldn no se
asocia con la distribucién de los tipos virales, pero puede relacionarse con la
distribucion especifica de variantes virales, porque su distribucion es diferente
por regiones geograficas. Por ejemplo, las variantes del VPH16 tienen
distribucién distinta entre los cinco continentes. Las variantes asiatico-
americanas se encuentran principalmente en México, Centro, Sudamérica y
Espafia; las variantes africanas en Africa; las asiaticas en el sudeste de Asia
y las variantes europeas en todas las regiones, excepto en Africa. Se conocen
variantes virales para los VPH-18, 33, 45, 52, 53, 58 y 66, entre otros. En
México se han detectado variantes del VPH-18, 31, 35y 45, algunas de ellas
asociadas con tipos histologicos de cancer cervicouterino, cuyo
comportamiento es mas agresivo (16 y 18)17.

Recientemente se descubri6 en México la variedad asiatico-americana

(compuesta de las subclases asiatico-americanas de América del Norte y
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asiatico-americanas de Centroamérica)''® del VPH-16, detectada en casi la
cuarta parte de las mujeres mexicanas con cancer cervicouterino y su
prevalencia no existe, o es muy baja, en el resto del mundo. Las variantes de
otros tipos del virus se han estudiado poco, o aun no se investigan la mayor

parte de ellos.



3.1

3.2

CAPITULO llI

METODOLOGIA

Ambito de estudio.

El estudio se desarrollo en el Hospital 1l Essalud Huanuco, el cual se
encuentra ubicado en el Jr. José Olaya S/N del distrito de Amarilis;
departamento de Huanuco (donde se obtuvo la muestra de estudio).

El analisis de las pruebas de Papanicolaou en medio liquido y del PCR se
realizd en el Hospital Nivel IV Guillermo Almenara Irigoyen, el cual se
encuentra ubicado en la Av. Grau 800, en el distrito de la Victoria, provincia

de Lima.

Poblacion de estudio

Estuvo constituido por todas las pacientes mujeres de 21 afios de edad a
mas que acudieron al consultorio de Ginecologia del Hospital Il EsSalud —
Huénuco, y que tuvieron resultado de Papanicolaou sugerente a infeccion
a PVH a partir del mes de diciembre del 2016 a noviembre del 2017, siendo
seleccionado 67 pacientes.

Criterios de Inclusion.

. Pacientes mujeres mayores de 21 afios que iniciaron vida sexual.

. Resultados de Papanicolaou anormal, segun criterios del sistema
Bethesda 2001.

. Que las técnicas de toma de los Papanicolaou hayan sido

consideradas 6Optimas para el estudio y tomadas con espatulas de

Ayre y citocepillo.
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Que recibieron apoyo de sus familiares durante las pruebas de test.

Con consentimiento informado

Criterios de exclusion:

Pacientes que no aceptaron integrar el grupo de estudio.

Pacientes que hayan recibido vacunacién contra el VPH.

Pacientes que presentaron enfermedades inmunosupresivas o
neoplasias.

Pacientes histerectomizadas o embarazadas.

Muestra

Fue una muestra secuencial por conveniencia durante el periodo de un afo,

incluyendo en el estudio a todas las mujeres que hayan cumplido con los

criterios de inclusion y exclusion, obteniendo un total de 52 pacientes.

3.3.1

3.3.2

Unidades de anélisis

Pacientes de sexo femenino que se sometieron al examen de
Papanicolaou en medio liquido (base Thin Prep Pap Test, con
evaluacion citopatolégica y molecular segun PCR (Reaccion en
Cadena de la Polimerasa).

Marco muestral:

Relacion o listado de pacientes con test de Papanicolaou con
resultados anormales tomados a las mujeres del Hospital Il Es Salud

Huéanuco.

Nivel y Tipo de investigacion

El nivel de la investigacién *°fue descriptivo, porque se describieron los

hallazgos encontrados y correlacional porque se midi6 el grado de relacion

entre las variables de estudio
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El tipo de investigacion!?® fue:

o Segun laintervencion del Investigador, fue Observacional porque no
existio la intervencion del investigador; los datos reflejaron la evolucion
natural de los eventos que obtuvo el investigador.

o Segun la planificacion de la toma de datos, prospectivo porque los
datos necesarios para el estudio fueron recogidos a propdsito de la
investigacion (primarios). Por lo que, posee control del sesgo de

medicion.

o Segun el numero de ocasiones en que mide la variable de estudio,

longitudinal porque las variables fueron medidas en varias ocasiones,
mediante el Papanicolaou convencional, el Papanicolaou en medio

liquido y el examen con el PCR

o Segun el numero de variables analiticas, fue bivariado, porque el

analisis estadistico analiz6 las dos variables de estudio.

Disefio y esquema de investigacién
El estudio se desarrolld6 mediante el disefio Observacional, descriptivo,
epidemioldgico y relacional; porque se origind en el campo de las ciencias
de la salud, donde se observaron los eventos adversos a la salud en la
poblacién femenina, sobre la presencia oncogénica del Virus del papiloma
humano y finalmente se relacionaron a los resultados iniciales obtenidos
por el Papanicolaou.
Presenta el siguiente esquema de investigacion:

01

|

M r

~

02
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Donde:

M = Muestra
0O1 = Observacion 1
02 = Observacion 2

r =relaciéon

3.6 Técnicas e instrumentos

Las técnicas utilizadas fueron inicialmente el andlisis documental, mediante

la recoleccién de los datos de los pacientes que participaron en el estudio;

luego se procedid a la observacion, entrevista y los test de evaluacion (Kits

para el Papanicolaou en medio liquido y el PCR)

Los instrumentos fueron la guia de entrevista, la ficha de observacion y el

informe de citologia cervical en medio liquido y el informe del PCR

Los mismo que se detallan a continuacion:

= Método prolectivo: Se realizo la recoleccion de datos de las pacientes
durante un afio desde el mes de diciembre del 2016 a noviembre del 2017,
utilizando las historias clinicas, los informes de Papanicolaou con
resultados anormales.
Método de observacion directa: Fue realizada por los profesionales
médicos involucrados en el estudio, durante la consulta médica examen
clinico y toma de muestra del cuello uterino con sospecha patoldgica. Se
usaron los formatos de la historia clinica del Hospital nivel Il EsSalud-
Huénuco, durante la observacion directa y toma de Papanicolaou; se tomé
la muestra con el kit de medio liquido para tipificacion del VPH segun el ADN,
entrevista con las pacientes, resultados del estudio citolégico y de ADN

realizado por los citopatdlogos-genetistas de la Institucion (HNGAI),
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formularios estructurados para este estudio para consolidar los datos de las
pacientes asignadas al estudio:

+ Método de entrevista: Se realiz6 individualmente, para obtener informacion
complementaria y necesaria para el estudio del problema que presente cada
paciente. La guia de entrevista, fue estructurada entre el investigador y las
pacientes seleccionadas en forma individual para recolectar datos
importantes que sirvieron para el desarrollo del trabajo e indicar el
tratamiento mas adecuado al obtener resultados positivos al problema. El
formato fue desarrollado con el que se obtuvo informacion aplicAndose las
mismas preguntas a todas las entrevistadas, datos reproductivos,
demogréficos y de historia clinica sexual.

- Guia de Observacién: Se observé a las pacientes en estudio, previamente
seleccionadas por tener un Papanicolaou anormal segun historia clinica y
determinar la alteracién con un estudio de inspeccion visual con &cido
acético (IVAA), algunas veces con la ayuda de un colposcopio, mostrando
el cuello uterino un area blanca que demuestra anormalidad ocasionado por
VPH. A todas las seleccionadas se les tom6 una muestra para la tipificacion
del virus a través de un citocepillo y medio liquido a quienes se les realizé el
estudio citopatologico y molecular de ADN y determind el genotipo de VPH,
de acuerdo al PCR.

- Cuestionario: Fue personalizado, para ello se utilizé un formato desarrollado
con el que se obtuvo informacion aplicandose las mismas preguntas a todas
las entrevistadas, datos reproductivos, demogréaficos y de historia clinica

sexual.
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3.7 Validacion y confiabilidad del instrumento

La confiabilidad de contenido del instrumento se validé a través del juicio
critico de tres expertos, dos médicos Gineco obstetra y una obstetra con grado
de Doctor y con certificacion de competencias, obteniéndose una aceptacién
de 90%:

Validacion en la valoracion del contenido y constructo del instrumento

Nombre de los expertos Puntaje Calificacion
promedio cualitativa

Dra. Leonor Argandofia Salazar 90% Excelente

Med._Gln. Fredy Raul Baltazar 90% Excelente

Anguis

Med. Gin. Arnulfo Espinoza Rojas 90% Excelente

Total 90% Excelente

Para determinar la fiabilidad de la consistencia interna del instrumento se

utilizé el alfa de Cronbach, donde se tuvo en consideracion los siguientes

criterios:
Criterios de confiabilidad Valores
Muy baja confiabilidad -la0
Baja confiabilidad 0,01a0,49
Moderada confiabilidad 0,50a0,75
Fuerte confiabilidad 0,76 a 0,89
Alta confiabilidad 0,90al

Al realizar la prueba piloto a una muestra de 10 pacientes, obtuvimos un alfa

de Cronbach de 0.79 lo cual lo ubicé con un criterio de fuerte confiabilidad.

3.8 Procedimiento:
o Solicitud de autorizacién al Director del Hospital Essalud Il — Huanuco.
o Autorizacién de las pacientes mediante el consentimiento informado.

o Capacitacion del personal profesional y no profesional.
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o Recojo de los datos de acuerdo al cronograma.

o Procesos seguidos durante el estudio.

o Prueba de instrumental y reactivos a utilizar para la toma de las muestras
de PAP y para la obtencién de la muestra de cuello uterino, la cual sera
determinar el subtipo de VPH por medio del ADN.

o Validez de los resultados obtenidos de los patélogos.

o Supervision del personal para asegurar el cumplimiento del plan de
recoleccion.

o Coordinacién externa e interna.

Pasos que se siguié para la tipificacion del VPH en las muestras

tomadas:

1. Toma de muestra de Papanicolaou convencional a todas las pacientes.

2. Toma de muestra en medio liquido para Papanicolaou y Tipificacion del
posible papiloma virus: Para lo cual se utilizé un citobrush especial con
cerda de nylon tomando la muestra del endocervix y exocervix con cinco
rotaciones en sentido horario y cinco en sentido antihorario, luego se
introdujo solo el citobrush sin mango al medio liquido especial de fijacion
y transporte, se rotul6 con los datos de la paciente y herméticamente se
envio al laboratorio de genética.

3. En el laboratorio, se procedié a la centrifugacion, para obtener un
precipitado de células endo y exocervicales lavadas para su estudio
correspondiente de Papanicolaou y deteccion de la presencia o no del
papiloma virus por hibridacion molecular con deteccion del ADN viral
especifico para cada genotipo (kit Geno Array de 21 genotipos de HPV
para la genotipificacion del papiloma virus, que incluye 15 subtipos de

alto riesgo y 6 de bajo riesgo oncogénico).
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3.9 Plan de tabulacién y andlisis de datos.

Revision de los datos: Donde se examind en forma critica cada uno
de los formularios que se utilizaron y control de calidad de los datos a
fin de hacer las correcciones necesarias.

Codificacion de los datos: Se realiz6 la codificacién en la etapa de
recoleccion de datos, transformandose en cdodigos numéricos de
acuerdo a las respuestas esperadas en los formularios respectivos,
segun las variables del estudio.

Clasificacion de los datos: Se realizé de acuerdo a las variables de
forma categoérica, numérica y ordinal.

Presentacion de datos:

Se utilizaron tablas académicas para presentar los resultados de cada
variable y en figuras de las variables en estudio.

Analisis de datos: La informacion se registré en el instrumento
elaborado para almacenarse posteriormente en una base de datos
utilizando el software Microsoft Excel. Para el andlisis de datos se
empled el software estadistico SPSS.

Se realizd el analisis de regresiéon logistica multivariado de las
caracteristicas sociodemograficas de la muestra en estudio con
citologia anormal del Papanicolaou en el Hospital [I Essalud
Huéanuco 2016-2017.

Se establecio la correlacion entre las variables con la prueba del Rho

de Spearman, teniendo presente la siguiente escala:
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CORRELACION DIRECTA



CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis descriptivo
Datos epidemiologicos

Tabla 1: Edad de las mujeres con resultados de positividad a VPH, atendidas
en el Hospital Il EsSalud — Huanuco 2016-2017

POSITIVO A PVH NEGATIVO A PVH Total
Edades Fi % Fi % Fi %
21-30 5 9.6 6 115 11 21.1
31-40 3 5.8 8 15.4 11 21.2
41-50 8 154 16 30.8 24 46.2
51-60 4 7.7 2 3.8 6 115
Total 20 38.50% 32 61.50% 52 100%

Fuente: Guia de entrevista

Figura 1. Edad de las mujeres con resultados de positividad a VPH, atendidas
en el Hospital 1l EsSalud — Huanuco 2016-2017
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Interpretacion

Segun la tabla y figura 1, se puede observar las edades de las mujeres con
resultado de citologia anormal en el Hospital Il EsSalud de Huanuco; donde
el mayor porcentaje entre las edades de 41 a 50 afios (15.4%), luego en las
edades de 21 a 30 afios (9.6%) y de 31 a 40 afios (5.8%) y entre 51 a 60

afos (7.7%).
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Tabla 2. Numero de partos de las mujeres con resultado del Papanicolaou en
medio liquido en el Hospital 1l EsSalud — Huanuco 2016-2017

Numero de Positivo Negativo Total
partos
Fi % Fi % Fi %
Nulipara 2 3.8 4 7.7 6 11.5
De 1 a 3 hijos 8 15.4 24 46.2 32 61.5
De 4 amas 10 19.2 4 7.7 14 26.9
Total 20 38.50% 32 61.50% 52 100%

Fuente: Guia de entrevista

Figura 2. Numero de partos de las mujeres con resultado del Papanicolaou en
medio liquido en el Hospital || EsSalud — Huanuco 2016-2017
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Interpretacion

Segun la tabla y figura 2 se puede observar la paridad en las mujeres con
resultado de Papanicolaou en medio liquido; donde se determind que el mayor
porcentaje estuvo en las mujeres que tuvieron de 1 a 3 partos (61.5%) donde
fueron con citologia positiva el 15.4% y con citologia negativa el 46,2%; luego
estan las que tuvieron de 4 a mas partos (26,9%) donde el 19,2% fueron con
citologia positiva y el 7,7% con citologia negativa; teniendo minimo porcentaje

en las mujeres nuliparas (11,5%) donde el 3,8% fueron positivos.



Estado Civil

Soltera

Casada

Conviviente

Viuda

Total

Fuente: Guia de entrevista

90

Tabla 3. Estado Civil de las mujeres con resultado del Papanicolaou en medio
liquido en el Hospital Il EsSalud — Huanuco 2016-2017

Positivo
Fi %
2 3.8
10 19.2
6 11.5
2 3.8
20 38.50%

Negativo Total
Fi % Fi %
6 11.5 8 154
14 26.9 24 46.2
12 231 18 34.6
0 0 2 3.8
32 61.50% 52 100%

Figura 3. Estado Civil de las mujeres con resultado del Papanicolaou en medio
liquido en el Hospital Il EsSalud — Huanuco 2016-2017
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Interpretacion

EPOSITIVO EINEGATIVO HETotal

Segun la tabla y figura 3 se puede observar el estado civil en las mujeres con

resultado de Papanicolaou en medio liquido; donde se determind una citologia

anormal en mayor porcentaje en las casadas 19,2%, luego en las convivientes

11,5% e igual porcentaje en las solteras y viudas con el 3,8%.
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Tabla 4 Sexarquia de las mujeres con resultado del Papanicolaou en medio
liquido en el Hospital Il EsSalud — Huanuco 2016-2017

Sexarquia Positivo Negativo Total

Fi % Fi % Fi %
12a 14 4 7.7 8 154 12 23.1
15a17 16 30.8 24 46.2 40 76.9
Total 20 38,5 32 61.5 52 100%

Fuente: Guia de entrevista

Figura 4. Sexarquia de las mujeres con resultado del Papanicolaou en medio
liquido en el Hospital Il EsSalud — Huanuco 2016-2017

v d
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Interpretacion.

Segun la tabla y figura 4 se puede observar la sexarquia en las mujeres con
resultado de Papanicolaou en medio liquido; donde se determiné que el mayor
porcentaje iniciaron sus relaciones sexuales entre los 15 a 17 afos (76,9%)
de las cuales el 30,8% tiene citologia anormal (positivo); y en menor
porcentaje las que iniciaron sus relaciones sexuales entre los 12 a 14 afos

(23,1%) de las cuales el 7,7% presentaron citologia anormal (positivo).
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Tabla 5. Numero de pareja de las mujeres con resultado del Papanicolaou en
medio liquido en el Hospital Il EsSalud — Huanuco 2016-2017

Numero de Positivo Negativo Total
parejas
Fi % Fi % Fi %
1 6 115 18 34.6 24 46.1
2 12 23.1 8 15.4 20 385
3amas 2 3.8 6 11.6 8 15.4
Vi 20 38.4 32 61.6 52 100

Fuente: Guia de entrevista

Figura 5. Namero de pareja de las mujeres con resultado del Papanicolaou en
medio liquido en el Hospital || EsSalud — Huanuco 2016-2017
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Interpretacion

Segun la tabla y figura 5 se puede observar el nUmero de parejas sexuales
gue tuvieron las mujeres con resultado de Papanicolaou donde el mayor
porcentaje de resultados positivos a citologia anormal se evidencio en las
mujeres que tuvieron dos parejas sexuales (23,1%), luego las que tuvieron
una sola pareja sexual (11,5%). Y en menor porcentaje las mujeres que

tuvieron mas de 3 parejas sexuales (3,8%).
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Tabla 6. Uso de anticonceptivos de las mujeres con resultado del Papanicolaou
en medio liquido en el Hospital Il EsSalud — Huanuco 2016-2017

POSITIVO NEGATIVO Total
Fi % Fi % Fi %
Nousa 8 15.4 14 26.9 22 423
antlconceptlvo
Usa . 12 23.1 18 34.6 30 57.7
antlconceptlvo
Total 20 38.5 32 61.5 52 100%

Fuente: Guia de entrevista

Figura 6. Uso de anticonceptivos de las mujeres con resultado del
Papanicolaou en medio liquido en el Hospital Il EsSalud — Huanuco
2016-2017
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Interpretacion

Segun la tabla y figura 6, se puede observar el uso de métodos anticonceptivos
en las mujeres con resultado del Papanicolaou del estudio, donde se determiné
gue del total de las mujeres que presentaron resultado positivo para citologia
anormal, el 23,1% usaban algun método anticonceptivo moderno y el 15,4% no

uso6 ningun método anticonceptivo.
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Tabla 7. Habito tabaquico de las mujeres con resultado del Papanicolaou en
medio liquido en el Hospital Il EsSalud — Huanuco 2016-2017

n=52
Total
Habito tabaquico Positivo Negativo
Fi % Fi % Fi %
SI 16 30.8 28 53.8 44 84.6
NO 4 7.7 4 7.7 8 15.4
Total 20 38.5 32 61.5 52 100%

Fuente: Guia de entrevista

Figura 7. Habito tabaquico de las mujeres con resultado del Papanicolaou en
medio liquido en el Hospital Il EsSalud — Huanuco 2016-2017
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Interpretacion

Segun la tablay figura 7 se puede observar el consumo de tabaco en las mujeres
con resultado de citologia anormal; donde el 84,6% de la muestra presentd
habito tabaquico, dentro de los cuales el 30,8% fueron positivos para VPH;
mientras que, no presentaron habito tabaquico el 15,4% y dentro de los cuales

el 7,7% fueron positivos para VPH.
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Tabla 8. Andlisis de regresion logistica multivariado de las caracteristicas
sociodemogréficas de la poblacién en estudio.

OR IC 95% Valor —P
Edad
21-30 2,000 (0,96-2,60) 0,098
31-40 4,000 (,5600-31,981) 0,191
41-50 5,333 (,767-6,91) 0,002
51-60 1,000
Paridad
Nulipara 5,000 (,640-24,059) 0,181
de 1 a 3 hijos 7,500 (1,83-30,683) 0,001
de 4 amés 1,000
Estado Civil
Soltera 2,143 (,356-12,89) 0,19
Casada 1,700 (,196-2,49) 0,303
Conviviente 1,000
Viuda
Sexarquia
12 a 14 afios 1,000
15 a 17 afios 1,333 (,350-6,78) 0,058
N° de parejas
1 pareja 1,000
2 parejas 4,50 (,124-16,28) 0,000
3 parejas a mas 1,833 (,522-6,44) 0,094
Uso de anticonceptivo
Usa ,857 (,276-2,66) 0,071
No usa
Habito Tabaquico
Si 1,750 (,314-9,42) 0,101
No

Interpretacion

En el andlisis de regresion logistica multivariada se encontré en la muestra
en estudio que las mujeres de 41 a 50 afios (OR 5,33, IC 95%) tienen 5 veces
mas riesgo de enfermar del VPH en comparacion de las edades de 31 a 40
afos; quienes tiene 1 a 3 hijos (OR 7,50, IC 95%), tienen 7 veces mas riesgo
de enfermar del VPH en comparacion de las nuliparas; las solteras (OR 2,14.
IC 95%) tienen 2 veces mas riesgo de enfermar del VPH en comparacién de
las casadas; en relacién al nUmero de parejas la que tiene 2 parejas (OR 4,50

IC, 95%) tiene 4 veces mas riesgo de enfermedad del VPH en comparacién



de 3 parejas a mas; en lo que respecta al habito tabaquico el consumo de ello

(OR 1,75 IC 95%) tiene 2 veces mas riesgo de enfermar del VPH en

comparacion de las que no fuman.
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Resumen del modelo

Escalén

Logaritmo de la
verosimilitud -2

R cuadrado de
Cox y Snell

R cuadrado de
Nagelkerke

1

5,5452

0,707

0,960

En conclusién, se puede predecir la ocurrencia de la enfermedad, indicandonos

gue existe un 70% de que las caracteristicas epidemiolégicas pueden estar

asociadas a la presencia del VPH.

R cuadrado de Cox y Snell =0,707% = 70,7%

R cuadrado de Nagelkerke = 0,960% = 96%
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Resultados de la citologia cervical

Tabla 9. Resultados de Papanicolaou convencional al inicio de la investigacion
para la tipificacion del VPH en las mujeres atendidas en el Hospital Il
EsSalud Huanuco 2016-2017

Resultados de PAP para VPH n=>52
Fi %
Patolégico (ASC-US,AGC, LEI) 20 38.5
Patolégico a PVH 32 61.5
Total 52 100.0%

FUENTE: Guia de observacion

Figura 8. Resultados de Papanicolaou convencional al inicio de la
investigacion para la tipificacion del VPH en las mujeres atendidas
en el Hospital Il EsSalud Huanuco 2016-2017
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Interpretacion

Segun la tabla 9 y grafico 8, se pudo determinar la muestra del estudio al inicio
de la investigacion donde se encontraron los 52 resultados de Papanicolaou
convencional con diagndsticos sugerentes a la presencia del papiloma
humano virus (PVH) ; donde el informe citoldgico indico que el 61.5% tenia la
presencia de PVH y el 38,5% tenia resultados adversos sugerentes a PVH,
entre ellas las células escamosas atipicas (ASC-US), células glandulares

atipicas (AGC) y las lesiones intraepiteliales (LIE).
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Tabla 10. Resultados del Papanicolaou en medio liquido para la tipificacion del
VPH en las mujeres atendidas en el Hospital Il EsSalud Huanuco 2016-

2017
Resultados del PAP Fi %
Negativo para LEI o malignidad 12 23.1
Metaplasia escamosa 18 34.6
LEIB - displasia leve 10 19.2
LEIA - displasia moderada 2 3.9
LEIA - displasia severa 10 19.2
Total 52 100,0%

FUENTE: Guia de observacion

Figura 9. Resultados del Papanicolaou en medio liquido para la tipificacion del
VPH en las mujeres atendidas en el Hospital I EsSalud Huanuco

Resultados del PAP en medio liquido

LEIA - DISPLASIA SEVERA | {1 | 19.2

LEIA - DISPLASIA MODERADA |___.3,9

LEIB - DISPLASIA LEVE || | 19.2
METAPLASIA ESCAMOSA || |34.6
NEGATIVO PARA LEI O MALIGNIDAD |1 1 23.1
0 5 10 15 20 25 30 35

B %

Interpretacion

Segun la tabla 10 y figura 9, se puede observar los resultados del Papanicolaou
en medio liquido, los cuales se realizaron previo a la tipificacion del VPH, para
corroborar los resultados iniciales del Papanicolaou convencional con los que se
ingreso a las mujeres atendidas en el Hospital || EsSalud Huanuco 2016-2017 al
estudio, determinando que en el estudio, el 23,1% fueron negativos para LEI o
malignidad; el 34,6% present6 Metaplasia escamosa, el 19,2% presentd LEIB-
displasia leve, el 3.9% presenta LEIA-displasia moderada y el 19.2% LEIA-

displasia severa.
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Tabla 11. Presencia del Virus del Papiloma Humana mediante resultado de
PCR en las mujeres atendidas en el Hospital Il EsSalud Huanuco

2016-2017
n=52
Presencia de VPH :
Fi %
Negativo para citologia anormal 32 61.5
Positivo para PVH 20 38.5
Total 52 100.0%

FUENTE: Guia de observacion

Figura 10. Presencia del Virus del Papiloma Humana mediante resultado de
PCR en las mujeres atendidas en el Hospital Il EsSalud Huanuco
2016-2017
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Interpretacion

Segun la tabla 11 y la figura 10, se puede observar que en la muestra de
estudio sometida a la PCR se obtuvo que el 38,5 % fueron positivos para la
presencia del virus del Papiloma Humano; mientras que el 61,5% resultaron

negativos para la presencia de PVH y a citologia anormal.
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Tabla 12. Aspecto del cérvix mediante la evaluacion clinica en las mujeres en
estudio por PCR en el Hospital Il EsSalud Huanuco 2016-2017

ASPECTO DEL CERVIX*PRESENCIA DE VPH tabulacién cruzada

PRESENCIA DE VPH
NEGATIVO A PVH POSITIVO A Total
PVH
Aspecto del cervix f % f % f %
Normal 8 15.4 4 7.7 12 23.1
Hipotrofico 6 11.5 2 3.8 8 15.4
Erosion periorificiaria 6 115 6 115 12 23.1
Leucorrea 4 7.7 0 0.0 4 7.7
lvaa + 8 15.4 4 7.7 12 23.1
Sangrado endocervical 0 0.0 4 7.7 4 7.7
Total 32 61.5 20 38.5 52 100.0%

Figura 11. Aspecto del cérvix mediante la evaluacion clinica en las mujeres en
estudio por PCR en el Hospital Il EsSalud Huanuco 2016-2017
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Interpretacion

Segun la tabla 12 y figura 11 se puede observar el aspecto del cérvix durante
la evaluacidn clinica previo al estudio de PCR, encontrando en los resultados
positivos para PVH un aspecto normal en el 7,7%, hipotrofico 3,8%, con
erosién periorificiaria 9,6%, con resultado de IVAA positivo 7,7% y con
sangrado endocervical 9,6%; asimismo en resultados negativos para PVH, se
evidencia que corresponde un mayor porcentaje a un aspecto normal 19,2%,
la presencia de leucorrea erosion periorificaria  9,6% y ningun caso de

sangrado endocervical.
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Tabla 13. Anormalidades de las células epiteliales de las mujeres en estudio por
PCR en el Hospital Il EsSalud Huanuco 2016-2017

PRESENCIA DE VPH

n=>52
_ Negativo Positivo Total

Anormalidades de las
células epiteliales f % f % f %
LEIE BAJO GRADO 6 11.5% 4 7.7% 10 19.2%
LEIE ALTO GRADO 2 3.8% 10 19.2% 12 23.1%
CARCINOMA o o o
ESCAMOCELULAR 0 0.0% 2 3.8% 2 3.8%
NEGATIVO PARA LIE 0 0 o
O MALIGNIDAD 24 46.2% 4 7.7% 28 53.8%

Total 32 61.5% 20 38.5% 52 100.0%

Figura 12. Anormalidades de las células epiteliales de las mujeres en estudio por
PCR en el Hospital Il EsSalud Huanuco 2016-2017
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Interpretacion

Segun la tabla 13 y figura 12, se puede observar en la poblacién en estudio las
anormalidades de la células epiteliales segun la presencia de PVH
diagnosticado por la PCR, donde el 7,7% es negativo para LIE o malignidad;
el 19,2% presento lesion intraepitelial escamosa de alto grado (LEIAG); el 7,7
% lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LEIBG) y el 3,8% carcinoma
escamocelular; mientras que en los de resultado negativo para PVH se tuvo un
46,2% de células negativas LIE o malignidad, el 3,8% lesion intraepitelial
escamosa de alto grado (LEIAG) y el 11,5 % de lesion intraepitelial escamosa
de bajo grado (LEIBG).
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Tipificacion de los virus del papiloma humano mediante la técnica del PCR
Tabla 14. Genotipos de VPH en las mujeres estudiadas por PCR en el Hospital Il

EsSalud Huanuco 2016-2017

NUumero de genotipos por Fi %
paciente

Ninguno 32 61.5

Genotipo de alto riesgo

oncogénico (16,31,45,52,58) 18 34.6
Genotipo bajo riesgo oncogénico

2 3.8
(11)
Total 52 100.0%

FUENTE: Informe molecular

Figura 13. Genotipos de VPH en las mujeres estudiadas por PCR en el Hospital
[l EsSalud Huanuco 2016-2017
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Interpretacion

Segun la tabla 14 y figura 13 se puede observar en la muestra en estudio con
resultado de la PCR a PVH que el 61,5 % es negativo para PVH; el 34.6%
genotipo de alto riesgo oncogénico (16,31,45,52,58) y el 3.8% genotipo de

bajo riesgo oncogénico (11).
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Tabla 15. Asociacion de Genotipos encontrados en las mujeres en estudio por
PCR en el Hospital Il EsSalud Huanuco 2016-2017

Asociacién de Genotipos Fi %
16 7 35%
Presentacion individual 31 2 10%
58 1 5%
16,31 2 10%
16,45 2 10%
Presentacién asociada 16,58 2 10%
16,31y 52 2 10%
16y11 1 5%
58y 11 1 5%
Total 20 100.00%

FUENTE: Informe molecular (PCR)

Figura 14. Asociacion de Genotipos encontrados en las mujeres en estudio por
PCR en el Hospital Il EsSalud Huanuco 2016-2017
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Interpretacion

Segun latabla 15 y figura 14 se puede observar la coinfeccion o la asociacion
de Genotipos encontrados en las mujeres del estudio por PCR positivo para
PVH, donde se encontrd que se presenta en forma individual los PVH-16 en
un 35%; PVH-31 en 10%; PVH 58 en 5%. Por otro lado, hubo una
presentacion asociada de genotipos, observandose un porcentaje similar del
10% los PVH 16-31-52, PVH 16-58, PVH 16-45 y PVH 16-31; en menor
porcentaje 5% se presentaron la asociacion de los genotipos PVH 16-11 y
PVH 58-11.
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4.2 Andlisis inferencial y contrastacion de hipotesis
Se analizaron las hipétesis de estudio:
Hipotesis especifica 1:
Ho1: Los resultados citopatoldgicos de Papanicolaou no estén relacionados con
la presencia de genotipos de alto riesgo oncogénico,
Hi1: Los resultados citopatolégicos de Papanicolaou estan relacionados con la
presencia de genotipos de alto riesgo oncogénico

Tabla 16. Correlacion Resultado de la Tipificacion de alto riesgo oncogénico del
VPH y los resultados de PAP medio liquido

Variables de

P Rho de Spearman P valor
correlacion
Resultado de PAP y
genotipo de alto riesgo 0,542 0,000
oncogenico

Fuente: Guia de observacion

Interpretacion:

En las tablas 16 se observaron la relacién de los resultados citopatolégicos del PAP
en medio liquido con el genotipo de alto riesgo oncogénico del VPH, determinando
un valor de correlacion de Rho de Spearman de 0,542 que indica una relacion
directa media a moderada. Asimismo, con una significancia de 0,000, se rechaza
la hipbtesis nula y aceptamos la hipétesis de estudio, es decir los resultados de la
citologia se relacionan con el tipo de virus oncogénico encontrado.

Tabla 17. Correlacion Resultado de la Tipificacion de alto riesgo oncogénico del VPH
y su relacién con el aspecto clinico del cérvix.

Variables de correlacion Rho de Spearman P valor
Aspecto del cérvix y
genotipo de alto riesgo 0,176 0, 212
oncogeénico

Fuente: Guia de observacion
Interpretacion:
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En latabla 17, se observa los resultados al relacionar la tipificacion de los genotipos
de alto riesgo oncogénico del VPH y el aspecto clinico del cérvix, determinando un
valor de correlacién de Rho de Spearman de 0,176, el cual indica una relacién
directa minima. Asimismo, con una significancia de 0,112 no se rechaza la hipétesis
nula, afirmando que los resultados de la tipificacion del alto riesgo oncogénico vy el
aspecto clinico del cuello son independientes.

Tabla 18 Correlacién de la Tipificacién de alto riesgo oncogénico del VPH y su
relacion con las anormalidades de las células epiteliales

Variables de

- Rho de Spearman P valor
correlacion
Anormalidades de la
células epiteliales y -0,390 0,004

genotipo de alto riesgo
oncogeénico

Fuente: Guia de observacion

Interpretacion:

En la tabla 18, se observa la relacién de la tipificacion del alto riesgo oncogénico
del VPH y las anormalidades de las células epiteliales, determinando con un valor
de correlacion de Rho de Spearman de -0.390 una correlacion indirecta baja.
Asimismo, con una significancia de 0,004 se rechaza la hipétesis nula y aceptamos
la hipétesis de estudio, afirmando que la tipificacion de alto riesgo oncogénico del

VPH se relaciona con las anormalidades de las células epiteliales.
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Hipotesis especifica 2:

Hi2 Los resultados citopatolégicos de Papanicolaou estan relacionados con la
presencia de genotipos de bajo riesgo oncogénico,

Ho> Los resultados citopatoldgicos de Papanicolaou no estan relacionados con
la presencia de genotipos de bajo riesgo oncogénico del virus del papiloma
humano.

Tabla 19. Correlacién de la Tipificacion de bajo riesgo oncogénico del VPH y los
resultados del PAP en medio liquido

Variables de correlacion Rho de Spearman P valor

Resultado de PAP en
medio liquido y genotipo
de bajo riesgo
oncogénico

-0,069 0,627

Fuente: Guia de observacion

Interpretacion

En la tabla 19, se observa la relacion de la tipificacion del bajo riesgo oncogénico
del VPH y los resultados del PAP en medio liquido, determinando con un valor de
correlacion de Rho de Spearman de -0,069 una correlacion indirecta minima.
Asimismo, con una significancia de 0,627 se rechaza la hipétesis nula y aceptamos
la hipotesis de estudio, afirmando que la tipificacion de bajo riesgo oncogénico del
VPH y los resultados del PAP en medio liquido son independientes.

Tabla 20. Correlacion de la Tipificacion de bajo riesgo oncogénico del VPH y el
aspecto clinico del cérvix

Variables de correlacion Rho de Spearman P valor
Aspecto del cérvix y
genotipo de bajo riesgo -0,272 0,051
oncogeénico

Fuente: Guia de observacion
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Interpretacion

En la tabla 20, se observa la relacion de la tipificacion del bajo riesgo oncogénico
del VPH y el aspecto del cérvix, determinando con un valor de correlacion de Rho
de Spearman de -0,272 una correlacion indirecta baja. Asimismo, con una
significancia de 0,051 se rechaza la hipétesis nula y aceptamos la hipotesis de
estudio, afirmando que la tipificacion de bajo riesgo oncogénico del VPH vy el
aspecto del cérvix son independientes.

Tabla 21. Correlacién de la Tipificacion de bajo riesgo oncogénico del VPH vy las
anormalidades de las células epiteliales

Variables de correlacion Rho de Spearman P valor
Anormalidades de las
células epiteliales y
genotipo de bajo riesgo
oncogénico

0,176 0,212

Fuente: Guia de observacion

Interpretacion

En la tabla 21, se observa la relacion de la tipificacion del bajo riesgo oncogénico
del VPH y las anormalidades de las células epiteliales, determinando con un valor
de correlacion de Rho de Spearman de 0,176 una correlacion indirecta minima.
Asimismo, con una significancia de 0,212 se rechaza la hipétesis nula y aceptamos
la hipotesis de estudio, afirmando que la tipificacion de bajo riesgo oncogénico del

VPH y las anormalidades de las células epiteliales son independientes.

Hipotesis especifica 3

His Los resultados citopatologicos de Papanicolaou estan relacionados con la
presencia de genotipos asociados del virus del papiloma humano.

Hos Los resultados citopatoldgicos de Papanicolaou no estan relacionados con

la presencia de genotipos asociados del virus del papiloma humano.
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Tabla 22. Correlacion de la Tipificaciéon de genotipos asociados del VPH y los
resultados del PAP en medio liquido

Variables de correlacion Rho de Spearman P valor
Resultado de PAP en
medio liquido y genotipos 0,534 0,000

asociados del VPH

Fuente: Guia de observacion

Interpretacion

En la tabla 22, se observa la relacion de la presencia de genotipos mixtos del VPH
y los resultados del PAP en medio liquido, determinando con un valor de correlacion
de Rho de Spearman de 0,534 una correlacion directa moderada. Asimismo, con
una significancia de 0,000 se rechaza la hipétesis nula y aceptamos la hipotesis de
estudio, afirmando que la presencia de genotipos mixtos del VPH estan
relacionados a los resultados del PAP en medio liquido.

Tabla 23. Correlacién de la Tipificacion de genotipos asociados del VPH vy el
Aspecto del cérvix.

Variables de correlacion Rho de Spearman P valor

Aspecto del cérvix y
namero de genotipos 0,212 0,131
asociados del VPH

Fuente: Guia de observacion

Interpretacion

En la tabla 23, se observa la relacién de la presencia de genotipos mixtos del VPH
y el aspecto del cérvix, determinando con un valor de correlacion de Rho de
Spearman de 0,212 una correlacién directa baja. Asimismo, con una significancia
de 0,131se acepta la hipétesis nula y afirmamos que la presencia de genotipos

mixtos del VPH y el aspecto del cérvix son independientes.
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Tabla 24. Correlacion de la Tipificacidon de genotipos asociados del VPH y su
relacion con las anormalidades de las células epiteliales

Variables de

P Rho de Spearman P valor
correlacion
Anormalidades de las
células epiteliales y 0,413 0.002

genotipos asociados del
VPH

Fuente: Guia de observacion

Interpretacion

En la tabla 24, se observa la relacion de la presencia de genotipos mixtos del VPH
y las anormalidades de las células epiteliales, determinando con un valor de
correlaciéon de Rho de Spearman de -0,413 una correlacion indirecta moderada.
Asimismo, con una significancia de 0,002 se rechaza la hipétesis nula y aceptamos
la hipétesis de estudio, afirmando que la presencia de genotipos mixtos del VPH

estan relacionados a las anormalidades de las células epiteliales.

Hipotesis general

Ho La tipificacion de VPH por reaccion en cadena de la polimerasa no se
relaciona con la citologia anormal del Papanicolaou en el Hospital Il Essalud
— Huénuco.

H: La tipificacion de VPH por reaccién en cadena de la polimerasa se relaciona

con la citologia anormal del Papanicolaou en el Hospital Il Essalud — Huanuco
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Tabla 25. Tabla resumen de la correlacion dela tipificacion del VPH con los
resultados de la citologia anormal del Papanicolaou

. ) ) Rho Significancia

Relacion de variables estudiadas Spearman
Genotipos de Alto riesgo oncogénico
Con los resultados de PAP medio liquido 0,542 0,000
Con el aspecto clinico del cérvix 0,176 0,212
Con las anormalidades de las células -0,390 0,004
epiteliales
Genotipos de Bajo riesgo oncogénico
Con los resultados del PAP en medio -0,069 0,627
liquido
Con el aspecto clinico del cérvix -0,272 0,051
Con las anormalidades de las células 0,176 0,212
epiteliales
Genotipos Asociados
Con los resultados del PAP en medio 0,534 0,000
liquido
Con los resultados del PAP en medio 0,212 0,131
liguido
Con las anormalidades de las células -0,413 0,002
epiteliales

Al analizar la tabla 25, se evidencian los resultados obtenidos de la asociacion de
la citologia anormal con la tipificacion del VPH, concluyendo que la tipificacion de
VPH por reaccién en cadena de la polimerasa se relacionan con los resultados
obtenidos en la citologia anormal del Papanicolaou en el Hospital I Essalud —

Huéanuco.

4.3 Discusién de resultados
Es importante remarcar que los niveles de fiabilidad por consistencia interna
y validez de constructo de los instrumentos aplicados han sido 6ptimos, que a
su vez dan garantia para su uso en el presente estudio.
El cancer de cuello uterino (CCU) es una de las neoplasias malignas que
ocupa las primeras causas de muerte en la mujer a nivel mundial. Los factores
de riesgo asociados guardan estrecha relacién con conductas como el inicio

de la vida sexual a edad temprana, la multiparidad, la promiscuidad sexual y,
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especialmente, las infecciones de transmision sexual como la causada por el
virus del papiloma humano (VPH).

El virus papiloma humano (VPH) es considerado uno de los patégenos mas
comunes transmitidos sexualmente y el principal agente causal de las
neoplasias cervicales intraepiteliales (NIC) y el CCU; y estd asociado a
tumores de la region anogenital, tracto respiratorio alto y digestivo.

Las NIC son clasificadas en lesiones de bajo grado (LBG) y lesiones de alto
grado (LAG) segun el riesgo de transformacion neoplasica. Clasicamente se
han agrupado los genotipos virales de VPH en bajo riesgo (BR), alto riesgo
(AR) y riesgo intermedio (RI), dependiendo de la frecuencia con que se
encuentran en lesiones benignas, LBG, LAG y carcinomas invasores. Los
subtipos virales mas frecuentemente asociados al grupo de AR son VPH 16,
18, 45 y 56, detectados principalmente en LAG y carcinomas; al grupo de RI
VPH 31, 33, 35, 51 y 52 asociados a todos los grados de NIC y el grupo de
BR VPH 6, 11, 34, 42, 43 y 44 detectados mas frecuentemente en lesiones
benignas. En la actualidad, se ha observado que la asociacion cancer-VPH es
igualmente poderosa entre los tipos considerados de AR y RI. De este modo,
15 tipos de VPH han sido clasificados como de AR (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82) por lo tanto, deberian ser considerados con
potencial oncogénico.

De los genotipos descritos en el presente estudio encontramos al VPH 16,
como el genotipo mas frecuente y que esta asociado directamente al LIE alto
grado, determinando asi la efectividad de la prueba del PCR, ya que
especificamente estudia al ADN del VPH que se encuentra originando las

lesiones para determinar un mejor diagnostico y tratamiento.
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Mediante la reaccion de polimerasa en cadena (PCR), se ha demostrado la
presencia de VPH 16 y 18 en lesiones pre-neoplésicas y neoplasicas de tejido
uterino cervical, asi como también se puede encontrar en la laringe, es6fago,
senos nasales y pulmon. En el tracto respiratorio, VPH 6 y 11 se han asociado
con papilomatosis laringea juvenil, una patologia que es benigna pero que
puede malignizarse en pacientes expuestos a terapia con radiacion. Existen
diversos reportes que asocian la infeccion con los genotipos de VPH 16, 18,
31, 33 y 35 con el carcinoma celular escamoso de pulmon (CEP),
principalmente en pacientes con mucosa bronquial metaplasica debido a un
factor de riesgo preponderante que es el tabaquismo.

La amplificacion de genes mediante PCR permite obtener millones de copias
a partir de un fragmento de ADN particular. Se han disefado diferentes
conjuntos de primers o cebos, que en su mayoria han sido dirigidos hacia la
region L1 y que permiten diferenciar, mediante sondas especificas, los tipos
mas frecuentes de VPH de alto, intermedio y bajo riesgo efectuando una
hibridacién en placa de los productos biotinilados previamente amplificados
por PCR. Esta técnica es muy sensible, con un nivel de deteccién hasta de
una copia viral. Sin embargo, debido a su alta sensibilidad, este método es
muy susceptible a contaminacion.

En la actualidad existen, ademas de las PCR genéricas, otras técnicas
especificas que reportan algunos tipos virales y las PCR multiples que
identifican varios fragmentos del genoma. Es una técnica desarrollada
mediante el uso de los primers o cebos, GP5+/ GP6+bio que amplifican un
fragmento de la region L1 del VPH. Esta técnica permite la deteccion de 37
tipos virales: 14 VPH de alto riesgo y 23 VPH de bajo riesgo (VPH-BR). Esta

prueba tiene la ventaja de que los productos de PCR para los tipos de VPH
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de alto riesgo especificos se pueden genotipificar por medio de la técnica
‘reverse lineblot’, siendo una de las técnicas que mas se ha utilizado a nivel
mundial en estudios de investigacion.

El virus del VPH, es la infeccion sexualmente transmitida mas comun que
existe, es inofensivo y desaparece espontaneamente, pero algunos tipos
pueden provocar verrugas genitales o cancer. La infeccion por dicho virus no
tiene cura, pero se puede prevenir con las vacunas. Los casos de alto riesgo
del VPH pueden ser tratados facilmente antes de que se conviertan en cancer,
por lo que es muy importante hacerse exdmenes del VPH y citologias
vaginales regularmente, los mas frecuentes y de mayor alto riesgo son el VPH
16 y 18; el primero fue encontrado en nuestro estudio en un 13.5% como
genotipo de alto riesgo simple, un 3.8% el PVH 31 y en un 3.8% el VPH 58.
De todos los genotipos del VPH que se han reconocido hasta la actualidad, el
VPH 16 y el VPH 18 son, con diferencia, los méas peligrosos para la salud de
las mujeres. Tanto es asi que sabemos que ambas cepas son las
responsables de alrededor del 70% del cancer de cuello de Utero. Ademas,
tanto el VPH 16 como el VPH 18 a menudo no muestran ningin sintoma de
infeccién en el organismo de la persona, lo cual dificulta el diagndstico precoz
del virus. Esto se debe a que ambos virus pueden permanecer inactivos en el
organismo de una persona durante afios antes de que originen el crecimiento
de material celular anormal.

En la mayoria de los casos, las infecciones por VPH son subclinicas (fase
latente) y es dificil detectarlas por examen citolégico, histopatolégico o por
técnicas inmunohistoquimicas. Por esta razon los métodos moleculares como
la reaccién de la polimerasa en cadena (PCR) son recomendados para

tamizaje. Se puede utilizar, ademés, sondas de hibridaciébn o ELISA, para
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aumentar la sensibilidad y especificidad de los productos de PCR, las que
combinadas con el uso de enzimas de restriccion (RFLP) y secuenciacion,
identifican los distintos genotipos virales. La estrategia de diagndstico es
seleccionar genes de VPH de consenso altamente conservados para la
deteccion de la mayoria de los tipos virales del VPH; luego, utilizando
pequefias diferencias en la secuencia del ADN, lograr la tipificacion viral. El
gen L1 de la region tardia, codifica proteinas estructurales de la cépside
altamente conservadas y similares en todos los tipos de VPH. Los genes E6
y E7 (region temprana) codifican proteinas importantes para la transformacion
neoplasica de la célula epitelial infectada. El potencial oncogénico de los VPH
AR (principalmente 16 y 18) radica en la capacidad de integrar su ADN al
genoma de la célula huésped y determinar la expresion continua de las
oncoproteinas E6/E7; las cuales son capaces de interferir con las funciones
de las proteinas p53 y pRb a nivel del ciclo celular favoreciendo la proliferacion
neoplasica.

Si bien los condones y las barreras de latex bucales no ofrecen una proteccion
perfecta, pueden ayudar a disminuir las probabilidades de contagio del VPH.
En cuanto a la forma de presentacion de los genotipos de alto riesgo
encontrado en la muestra de estudio fue en un 19%; siendo los factores de
riesgo mas preponderantes la edad de 41 a 50 afios con 5,333 OR, la paridad
de 1 a 3 hijos en un 7,500 OR, casada en un 46.2% y la sexarquia de 15 a 17
afos en un 76.9%. Coincidiendo con nuestros hallazgos el estudio de Lépez
J, lli C. et al.'?*, en su estudio titulado "Deteccion vy tipificacion de virus
papiloma humano en lesiones preneoplasicas de cuello uterino”, cuyo
métodos que uso fue una combinacién de PCR vy transferencia de linea

inversa, en 235 muestras embebidas en parafina fijadas con formalina, con
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diagndstico de bajo grado lesion intraepitelial escamosa (LSIL) o lesion
intraepitelial escamosa de alto grado (HSIL) fueron genotipados donde
detectdé un 61.2% de LSIL y 78.1% de HSIL. Los principales genotipos
encontrados fueron HPV 16, 18, 31, 45, 56 y 58. HPV 16 fue el mas comun
en LSIL (18.1%) y HSIL (36.9%). HPV 16 o 18 estaban presentes en 25.1% y
47.1% del LSIL y HSIL respectivamente. Tanto en LSIL como en HSIL, los
genotipos virales predominantes fueron aquellos tipos clasificados como un
alto riesgo de nivel oncogénico. Concluyendo que los genotipos HPV 16, 18,
31, 45, 56 y 58 fueron los mas comunes en su serie ademas que el 16 y 18,
tipos virales con alto riesgo oncogénico e incluidos en vacunas comerciales,
se encontraron en 25.1% y 47.1% de LSIL y HSIL, respectivamente.
Concluyendo que en ambos estudios se observé que los genotipos virales de
alto riesgo se relacionan estrechamente con la progresion de las lesiones pre-
neoplasicas hacia cancer, mientras que los genotipos virales de bajo riesgo
serian eliminados por la accion del sistema inmune. Por tanto, una alta
frecuencia de genotipos virales de alto riesgo, tendria directa relacion con la
elevada prevalencia del CCU en esta zona debido a la efectividad de la prueba
del PCR.

Cabe mencionar que una adecuada caracterizacion de las lesiones presentes
en el cuello uterino acompanada de la genotipificacion de VPH infectantes nos
entregaria mayores herramientas al momento de tratar el tipo de lesion pre-
neoplasica observada. La persistencia de los virus de alto riesgo es una causa
necesaria para el desarrollo del cancer de cuello uterino, por este motivo las
pruebas moleculares son consideradas una estrategia 6ptima para evaluar de
manera objetiva la persistencia de la infeccién por este virus, pues permite

identificar el riesgo de cancer antes que se presente una lesion celular.
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Por su parte el estudio de Molano M, Murillo R, Cano A2 denominado
"Deteccidn y tipificacidn del virus del papiloma humano (VPH) en mujeres con
cancer de cuello uterino en Bogota y Barranquilla, 2009”. Procedimientos
técnicos y de diagnostico"; tomaron tejidos incluidos en parafina de 268 casos
de cancer de cuello uterino, procedentes de Barranquilla y Bogota. Se verifico
el diagnéstico histolégico mediante nuevos cortes y se analizé la calidad de
las muestras mediante amplificacién del gen de B-globina. En muestras B-
globina negativa se realizaron nuevos cortes y nueva amplificacion. La
deteccion de VPH se realiz6 mediante iniciadores GP5+/GP6+biodirigidos
hacia la region L1, y tipificacion mediante EIA y RLB. En las muestras
negativas para GP5+/GP6+ se desarrollaron PCR tipo especificas hacia la
region E7 de 14 tipos de VPH de alto riesgo. Donde de las 268 muestras
iniciales, 20 (7,46%) tuvieron diagnéstico histolégico inadecuado; 55/248
muestras fueron inicialmente B-globina negativas, pero 29 se recuperaron con
una segunda PCR realizada, dejando 26 B-globina negativas (10,5%). Se
detecté VPH en 210/222 muestras adecuadas mediante GP5+/GP6+ (94,6%),
y en 7 muestras adicionales (3,15%), mediante iniciadores dirigidos hacia E7.
No se detect6 infeccién en 2,25% de los casos. Se encontraron 24 tipos de
VPH; los mas prevalentes fueron el VPH-16 (50,9%), VPH-18 (12,7%), VPH-
45 (8,8%), VPH-31 (6,5%) y VPH-58 (6,0%). Hubo un 16,6% de infecciones
multiples. Por la cual deducimos que el adecuado procesamiento y
diagndstico de las muestras y el uso de pruebas combinadas hacia las
regiones L1 y E7 permiten una estimacién éptima de la prevalencia de la
infeccion en muestras incluidas en parafina.

A su vez Melo A, Montenegro S, Hooper T, y otros'?3 en su investigacion

titulada "Tipificacion del virus papiloma humano (VPH) en lesiones
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preneoplésicas y carcinoma del cuello uterino en mujeres de la IX Region-
Chile"; realizaron dos PCR de consenso anidadas seguidas de la identificacién
de amplificados producto por hibridacion Dot-Blot y polimorfismo de longitud
de fragmentos de restriccion (RFLP) fueron utilizado para analizar 175
biopsias. Donde detectaron que el 40% de casos no tienen lesion, 88% en
lesiones de bajo grado, 89% en lesiones de alto grado (HGL) y 93.5% en
carcinoma invasivo. De todos los casos positivos de VPH, el 89.5% se
clasificaron como de alto riesgo y solo el 4.9% de los casos de VPH eran de
tipo de bajo riesgo. La distribucién de genotipos virales de acuerdo con RFLP
fue: HPV 33 (25.3%), 16 (18.7%), 52 (13.3%), 31 (12%), 35 (6.6%), 18 (2.7%).
Por la cual concluyeron que la mayoria de los VPH encontrados en biopsias
con HGL y UCC eran de genotipo de alto riesgo. La presencia elevada de VPH
de alto riesgo en pacientes sin lesiones cervicales puede ser un factor que
explica el alto porcentaje de casos de UCC en nuestra region. Los tipos virales
mas comunes fueron: HPV16, 31, 33 y 52. La deteccion y el tipado viral
pueden proporcionar informacion valiosa para la seleccion del paciente y
seguimiento y asignacién de recursos.

Los resultados obtenidos son realmente interesantes, y esperemos que los
datos sigan en el mismo sentido a largo plazo.

Siguiendo el mismo curso de nuestra investigacion encontramos a Picconi
Maria?* quien en su estudio "Deteccion de virus papiloma humano en la
prevencién del cancer cérvico-uterino -Buenos Aires" El uso de la citologia
para la deteccion de lesiones pre-cancerosas no ha tenido mayor impacto en
las tasas de incidencia y mortalidad del CCU, que aun se mantienen altas en
la region. La disponibilidad de nuevas técnicas de tamizaje para la deteccion

de lesiones pre-cancerosas y de vacunas altamente eficaces que previenen
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casi todas las lesiones relacionadas con los VPH-AR de alto potencial
oncogénico VPH 16 y 18, en mujeres no expuestas previamente al virus
brindan una gran oportunidad para la prevencion del CCU. La deteccion de
VPH-AR representa actualmente un valioso componente de las guias clinicas
para el tamizaje, manejo y tratamiento del CCU y sus lesiones precursoras.
Se han desarrollado estrategias metodologicas que detectan un amplio
espectro de tipos de VPH-AR; sin embargo, solo un pequefio subgrupo de
ellas ha documentado la validacién clinica para cualquiera de las indicaciones
habituales de la de deteccion de estos virus. Las pruebas de VPH que no
estén validadas y que no hayan demostrado confiabilidad, reproducibilidad y
exactitud no deben ser usadas en el manejo clinico. Una vez incorporada una
prueba de VPH en el laboratorio, es esencial que el procedimiento completo
sea sometido a un continuo y riguroso control de calidad para evitar practicas

subdptimas, potencialmente dafinas.

Aporte de la Investigacion.

La infeccidn por el virus papiloma humano (VPH) tiene una gran importancia
en la actualidad, porque es un tema preocupante para la comunidad cientifica
desde el punto de vista sanitario, por sus aspectos epidemiologicos, todavia
no enteramente dilucidados, asi como por el amplio espectro clinico, el
potencial oncogénico de algunos genotipos, la complejidad de su terapéutica
y las frecuentes recidivas que se producen en los pacientes afectados.

En muy pocos afios, la evolucion cientifico-tecnoldgica para la detecciéon de
particulas virales facilitd la asociacion estadistica entre cancer cervical y el
virus papiloma humano (VPH). Luego se determinaron los subtipos virales de

riesgo y se demostré al VPH como factor etiopatogénico determinante en el
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carcinoma de cuello uterino. De esta forma se establecia una etiologia
propiamente infecciosa para uno de los procesos oncolégicos con mas altas
tasas de morbimortalidad de la poblacién femenina'?.

Es asi, que, la deteccion temprana de la presencia del VPH, y especificamente
de los genotipos de alto riesgo oncogénico conllevara a un tratamiento
temprano antes de la aparicion de células pre-cancerigenas y luego el cancer;
pudiendo disminuir de esta forma los altos costos econémico y humanos que
conllevaria la enfermedad.

Con nuestro estudio, evidenciamos que el genotipo mas frecuente es el PVH-
16, genotipo de alto riesgo oncogénico, por lo que enfatizamos que nuestra
poblacion femenina esté en riesgo muy alto de desarrollar cancer cervical en
el transcurso de los afos venideros; y al ponerlos en evidencia a las
autoridades y profesionales de la salud, estos deberan dirigir sus esfuerzos
en la prevencion y deteccion temprana para garantizas la salud de la
poblacion.

Asimismo, mediante el presente estudio evidenciamos que los resultados del
Papanicolaou convencional a la que estdn sometidas todas las mujeres del
sector salud, tanto publico como privado; tienen baja sensibilidad y
especificidad; ya que no nos permitié discriminar a los verdaderos enfermos
de los sanos y visceversa; por lo que se debera contar con técnicas mas
confiables para dicho diagnostico como son el Papanicolaou en medio liquido

y el PCR entre otros.



120
CONCLUSIONES

Segun los datos epidemioldgicos de la poblacion en estudio, la deteccion
del VPH fue positiva en 20 (38.5%) casos, predominando lo siguiente: la
edad de 41 a 50 (15.4%); el nimero de partos fue de 4 a mas (19.2%);
en lo que respecta al estado civil es casada (19.2%); la gran mayoria 16
(30.8%) inicio sus relaciones sexuales a la edad de 15 a 17 afios. De los
casos positivos en su mayoria 12 (23.1%) tuvieron 2 parejas y el 12
(23.1%) usan anticonceptivos y el 16 (30.8%) si tiene habito tabaquico.
En el analisis de regresion logistica multivariada se encontr6 en la
muestra en estudio que las mujeres de 41 a 50 afios (OR 5,33, IC 95%)
tienen 5 veces mas riesgo de enfermar del VPH en comparacion de las
edades de 31 a 40 afios; quienes tiene 1 a 3 hijos (OR 7,50, IC 95%),
tienen 7 veces mas riesgo de enfermar del VPH en comparacion de las
nuliparas; las solteras (OR 2,14. IC 95%) tienen 2 veces mas riesgo de
enfermar del VPH en comparacion de las casadas; en relacion al nimero
de parejas la que tiene 2 parejas (OR 4,50 IC, 95%) tiene 4 veces mas
riesgo de enfermedad del VPH en comparacién de 3 parejas a mas; en
lo que respecta al habito tabaquico el consumo de ello (OR 1,75 IC 95%)
tiene 2 veces mas riesgo de enfermar del VPH en comparacion de las
gue no fuman.

En conclusion, se puede predecir la ocurrencia de la enfermedad,
indichndonos que existe un 70% de que las -caracteristicas
epidemioldgicas pueden estar asociadas a la presencia del VPH.

Los resultados de los Papanicolaou convencionales que permitieron
seleccionaron la muestra mostraron al 100% lesiones cervicales

sugerentes a infeccion por PVH y presencia del PVH; sin embargo, al
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Papanicolaou en medio liquido dieron positivos a la presencia de PVH 20
casos (38,5) y negativos 32 casos (61,5%), los mismos que fueron
corroborados por la PCR.

Al Tipificar los virus del papiloma humano mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa en la muestra en estudio se
determind la presencia de genotipos de alto riesgo oncogénico
(16,31,45,52,58) el 34,6% Yy genotipo de bajo riesgo oncogénico (11) el
3.8%. No evidenciando la presencia de VPH en el 61,5%

Al clasificar los genotipos segun riesgo oncogénico del VPH
determinados por reaccion en cadena de la polimerasa del VPH en la
muestra en estudio se puede mencionar que la forma de presentacién de
los genotipos virales fueron de presentacion individual VPH-16 en un
35%; VPH-31 en 10%; VPH 58 en 5% de los casos positivos. Por otro
lado, tuvieron una presentacién asociada en un porcentaje similar del
10% los PVH 16-31-52, PVH 16-58, PVH 16-45 y PVH 16-31; en menor
porcentaje del 5% se presentaron la asociacion de los genotipos PVH 16-

11 y PVH 58-11.

El andlisis inferencial demostré que los genotipos de alto riesgo oncogénico

presentaron relacion con los resultados citopatologicos evidenciados con el

PAP en medio liquido y con las anormalidades de las células epiteliales

evidenciadas en el PCR; los genotipos de bajo riesgo oncogénico, no

muestran relacibn con los resultados citopatolégicos y los genotipos

asociados, se relacionan con los resultados citopatologicos evidenciados con

el PAP en medio liquido y con los resultados de anormalidades de las células

epiteliales evidenciadas en el PCR.
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. Concluyendo que la tipificacion de VPH por reaccion en cadena de la
polimerasa identifica los resultados obtenidos en la citologia anormal del

Papanicolaou en el Hospital Il Essalud — Huanuco
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RECOMENDACIONES

A las autoridades del Ministerio de Salud y de Essalud, implementar o mejorar
las técnicas de tamizajes para el despistaje de cancer de cuello uterino con
mejores tomas de Papanicolaou convencional y medio liquido, Papanicolaou
convencional + IVVA, test de deteccién de ADN para detectar VPH y su
tipificacién para prevenir y mejorar el diagnéstico temprano del cancer del
cuello uterino, realizando convenios con centros especializados para el
estudio de estos virus.

A los profesionales responsables de la salud de la mujer, capacitarse

constantemente en el diagndéstico y tratamiento de cancer cervico-uterino; en

las técnicas modernas para la identificacion de los genotipos de papiloma
virus, principal causante de la mortalidad por cancer en loa mujeres.

A los profesionales de salud, realizar actividades preventivas promocionales:

a. Fomentar la educacion sexual y concientizacion a nuestras nifias y
adolescentes en edad escolar desde sus hogares y en los colegios
sobre temas de infecciones de transmision sexual, sus
consecuencias y el riesgo del cancer cervico uterino, enfatizando en
el virus del papiloma humano.

b. Enfatizar en la postergacion del inicio de la primera relacion sexual,
siendo lo mas tardio posible y a una edad adecuada en la que
presente mayor responsabilidad de sus acciones.

c. Promocionar el uso del preservativo para la prevenciéon de
embarazos no deseados y para evitar el contagio de las infecciones
de transmision sexual.

d. Concientizar a la poblacion en riesgo sobre la consecuencia de la

promiscuidad sexual.
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e. Concientizar a toda la poblacion femenina que inici6 su vida sexual a
la toma del Papanicolaou, méximo a los tres afios de su primera
relacion sexual y/o a partir de los 21 afios de edad, controles
periédicos para despistaje de papiloma virus y cancer de cuello
uterino.

A las mujeres en edad fértil, que hayan iniciado su vida sexual, tomar

medidas preventivas para evitar el contagio de infecciones de

transmision sexual y en caso adquiriera el VPH, deber& realizarse la
tipificacion correspondiente para descartar si son oncogénicos o no.

A los investigadores en salud, continuar con investigaciones sobre el

tema relacionado al estudio epidemioldgico de la presentacion del VPH,

ya gque es diferente en la prevalencia de los genotipos en diferentes areas
geogréficas, siendo muchos de ellos de tipo oncogénico y causando altos

porcentajes de CCU en nuestra region y pais.



10.

125
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Modificacion a la Norma Oficial Mexicana (NOM-014-SSA21994) para la
prevencién, deteccion, diagndstico, tratamiento, control y vigilancia
epidemiologica del cancer cervicouterino. Diario Oficial,2007.
Sub-secretaria de Prevencién y promocion de la Salud. Hoja de datos
sobre cancer de cuello uterino. México. 2016. p. 5. Disponible
en:http://cnegsr.salud.gob.mx/contenidos/descargas/CaCu/HojadatosCa
ncerdeCuelloUterino2016.pdf

Ministerio de Salud y Proteccion Social. Guia de practica clinica para el
manejo del cancer del cuello uterino invasivo, Guia completa. Colombia.
2014. p 1-375

Hernandez Hernandez, Apresa Garcia y Patlan Pérez. Panorama
epidemioldgico del cancer cervicouterino. Rev Med Inst Mex Seguro Soc.
2015;53 Supl 2: S154-61

Ministerio de Salud y Proteccion Social. Op, cit. p.2

Clifford GM, Gallus S, Herrero R, Mufioz N, Snijders PJ, Vaccarella S, et
al. IARC HPV Prevalence Surveys Study Group. Worldwide distribution
of human papillomavirus types in cytologically normal women in the
International Agency for Research on Cancer HPV prevalence surveys: a
pooled analysis. Lancet.2005; 366(9490):991-8.

Ferlay J, Soerjomataram |, Dikshit R, Eser S, Mathers C, Rebelo M,
Parkin DM, Forman D, Bray F. Cancer incidence and mortality worldwide:
sources, methods and major patterns in GLOBOCAN 2012. Int J Cancer.
2015 Mar 1; 136(5):E359-86.

World Health Organization, International Agency for Research on Cancer.
GLOBOCAN 2012: Estimated Cervical Cancer Mortality Worldwide in
2012 [Internet]. Washington DC: IARC; 2012.

Brown B, Blas MM, Cabral A, Byraiah G, Guerra-Giraldez C, Sarabia-
Vega V, et al. Human papillomavirus prevalence, cervical abnormalities
and risk factors among female sex workers in Lima, Peru. Int J STD AIDS.
2012; 23(4):242-7.

Andlisis de la Situacion del Cancer en el Per(. Direccibn General de

Epidemiologia, Ministerio de Salud, 2013.



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

126
Quintero M, Cruz J, Bastidas M, Marquez L, Puig J. Deteccion y tipificacion de
virus del papiloma humano (VPH) mediante PCR-RFLP. Rev Obstet Ginecol
Venez 2008; 68 (1)
Forman D, de Martel C, Lacey CJ, Soerjomataram |, LortetTieulent J, Bruni L,
et.al. Global burden of human papillomavirus and related diseases. Vaccine.
2012 Nov 20;30 (Suppl 5):F12-23. doi: 10.1016/j. vaccine.2012.07.055
Koutsky L. Epidemiology of genital human papillomavirus infection. Am J Med
1997;102(5A):3-8
De Sanjose S, Quint WG, Alemany L, Geraets DT, Klaustermeier JE,
Lloveras B, et al. Human papillomavirus genotype attribution in invasive
cervical cancer: a retrospective cross-sectional worldwide study. Lancet
Oncol. 2010;11(11):1048-56
CDC [Internet]. Atlanta USA; c2015. Control del cancer a nivel internacional;
[citado 27 Ene 2015]. [1 pantalla]. Disponible  en:
www.cdc.gov/spanish/cancer/international/statistics.htm
Cuzick J, Arbyn M, Sankaranarayanan R, Tsu V, Ronco G, Mayrand MH,
et al. Overview of human papillomavirus-based and other novel options
for cervical cancer screening in developed and developing countries.
Vaccine 2008; 26 Suppl 10: K29-41.
Mayrand MH, Duarte-Franco E, Rodrigues I, Walter SD, Hanley J,
Ferenczy A, et al. Human papilomavirus DNA versus Papanicolaou
screening tests for cervical cancer. N Engl J Med. 2007;357(16):1579-88.
Rijkaart DC, Berkhof J, Rozendaal L, van Kemenade FJ, Bulkmans
NW, Heideman DA, et al. Human papillomavirus testing for the detection
of high-grade cervical intraepithelial neoplasia and cancer: final results of
the POBASCAM randomised controlled trial. Lancet Oncaol.
2012;13(1):78-88.
Bulkmans NW, Berkhof J, Rozendaal L, van Kemenade FJ, Boeke AJ,
Bulk S, et al. Human papilomavirus DNA testing for the detection of
cervical intraepitelial neoplasia grade 3 and cancer: 5-year follow-up of a
randomised controlled implementation trial. Lancet.
2007;370(9601):1764-72.
Zehbe 1, Voglino G, Delius H, Wilander E, Tommasino M. Risk of cervical
cancer and geographical variations of human papillomavirus 16 E6
polymorphisms. Lancet 1998; 352:1441-2.



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

127
Calleja-Macias IE, Kalantari M, Huh J, Ortiz-Lopez R, et al. Genomic diversity
of human papillomavirus-16, 18, 31, and 35 isolates in a Mexican population
and relationship to European, African, and native American variants. Virology
2004; 319:315- 23.
Calleja-Macias IE, Kalantari M, Huh J, Ortiz-Lopez R, et al. Ibid., p.
De Palo G, Chanen W, Dexeus S. Patologia y tratamiento del tracto
genital inferior. 12 ed. Espafia: Masson; c2001. 42-61 p.
Peto J, Gilham C, Deacon J, et al. Cervical HPV infection and neoplasia in a
large population-based prospective study: the Manchester cohort. Br J Cancer
2004; 91(5):942—- 53.
Medina Magies, Lex. Genotipificacion del Virus del Papiloma Humano
mediante secuenciamiento y PCR cuantitativa en tiempo real y deteccion de
variantes intratipicas por analisis filogenético. Tesis. Escuel Superior
Politécnica del Litoral. Ecuador, 2015. Disponible en:
file:///C:/Users/User/Downloads/TESIS-ESPOL-LexMedina-PROTEGIDO.pdf
De la Hoz F, Alvis N, Narvaez J, Choconta L. Evaluacion de la Carga de
Enfermedad por el Virus del Papiloma Humano en Bogota. Rev. Salud publica,
2009; 11 (3): 454-467.
Saiki y cols. Enzymatic amplification of B-Globin genomic sequences and
restriction site analysis for diagnosis of sickle cell anemia. Science. 1985 Dec
20;230(4732):1350-4.
Sanabria Negrin, José. Virus del papiloma humano. Rev Cienc Méd Pinar del
Rio. 2009;13(4).
Sanchez, V, Valencia, G, A Marlenys, Perspectivas en la deteccion y control
del virus de papiloma humano. Bioandlis: revista de la Escuela de
Bacteriologia y Laboratorio Clinico de la Universidad de Antioquia, 2001 Vol.
1,N°1
Gonzalez, Leonardo, Actualizacion sobre el diagnostico y tratamiento del
Papiloma Humano (VPH). Hospital Clinico de Maracaibo, Schering Plough,
1993; 26p
Ramos Ramirez, Martha Cecilia. Genotipificacion del Virus del Papiloma
Humano en lesiones displasicas en Centros de Salud de la ciudad de
Ambato 2015-2016. Tesis. Universidad de Guayaquil. Ecuador. 2016.
Disponible: http://repositorio.ug.edu.ec/handle/redug/23241



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

128
Medina Magues, Lex. Genotipificacion del Virus del Papiloma Humano
mediante secuenciamiento y PCR cuantitativa en tiempo real y deteccion de
variantes intratipicas por andlisis filogenético. Tesis. Escuel Superior
Politécnica del Litoral. Ecuador, 2015. Disponible en:
file:///C:/Users/User/Downloads/TESIS-ESPOL-LexMedina-PROTEGIDO.pdf
Portilla Naranjo, Ana. Genotipificacion del virus papiloma Humano (HPV)
mediante PCR en muestras de cepillado exo—endocervical. Tesis. Universidad
de Guayaquil. Ecuador. 2014. Disponible
http://repositorio.ug.edu.ec/handle/redug/7084
Giménez, Graciel; Mendoza, Laura; Arbiza, Juan; Picconi, A.; Mongelds,
Pamela; Castro, Amalia; Paez, Malvina. Una propuesta rapida y
econdmica para detectar el virus de papiloma humano por PCR a partir
de muestras cervicales con reactivo desnaturalizante. Instituto de
investigaciones en ciencias de la salud. Vol. 12, nam. 1. 2014
Torres Vidal, Mirella Consuelo. Evaluacion de los Resultados de
Papanicolaou como Indicador de Céancer de Cuello Uterino en las
Mujeres de Edad fértil de 20 a 45 afios, que acuden a consulta en el Sub
Centro de Salud “29 de noviembre” de la ciudad de Santa Rosa, 2009.
Tesis. Universidad de Guayaquil. Ecuador. 2012.
Mendoza, L. P; Arbiza, J; Paez, M; Kasamatsu, E; Castro, A; Giménez,
G; y et al. Caracteristicas clinico-demograficas y tipificacion del virus de
papiloma humano en mujeres paraguayas con citologias negativas para
lesion escamosa intraepitelial. Mem. Inst. Invest. Cienc. Salud (Impr.);
8(1): 4655, jun. 2012.
Li, Padilla, Gutiérrez e Hijar. Deteccion molecular y genotipificacion de
virus del papiloma humano como tamizaje de cancer de cuello uterino:
posibilidades en el contexto peruano. Bol Inst Nac Salud. 2016;22(1-
3):22-8.
Valerio Ventocilla, Gabriela Ingrid. Valoracion de la citologia y la colposcopia
como pruebas de deteccién precoz del cancer de cuello uterino en pacientes
del Instituto Nacional Materno Perinatal.
Sullcahuaman-Allende, Yasser, et. al. Caracteristicas sociodemograficas
de mujeres peruanas con virus papiloma humano detectado por PCR-
RFLP. Rev Peru Med Exp Salud Publica. 2015;32(3):509-14.



40.

41.

42.

43.

44,
45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

129
Santos Ortiz, Carlos. Virus del papiloma humano y céancer del cuello
uterino en el Perd. Rev Per Ginecol Obstet. 2007;53(2):98-100.
Day PM, Lowy DR, Schiller JT. Papillomaviruses infect cells via a clathrin-
dependent pathway. Virology. 2003;307(1):1-11.
Garcia-Tamayo J, Molina J, Blasco-Olaetxea E. El virus del papiloma
humano y el cancer cervical: Una revision de la historia actualizada sobre

la investigacion del cancer del cuello uterino

Sahasrabuddhe VV, Luhn P, Wentzensen N. Human papillomavirus and

cervical cancer: biomarkers for improved prevention efforts. Future Microbiol.

2011;6(9):1083-98.

Garcia-Tamayo J, Molina J, Blasco-Olaetxea E.Op, cit.

Duensing S, Munger K. Centrosome abnormalities and genomic instability
induced by human papilomavirus oncoproteins. Prog Cell Cycle Res.
2003; 5:383-91.

Hu L, Guo M, He Z, Thornton J, McDaniel LS, Hughson MD. Human
papillomavirus genotyping and expression in cervical intraepithelial
neoplasia of adolescents. Mod Pathol. 2005;18(2):267-7

Schiffman M, Clifford G, Buonaguro FM. Classification of weakly
carcinogenic human papillomavirus types: addressing the limits of

epidemiology at the borderline. Infect Agent Cancer 2009; 4: 8.

Bruni L, Diaz M, Castellsagué X, Ferrer E, Bosch FX, de Sanjosé S. Cervical

human papillomavirus prevalence in 5 continents: meta-analysis of 1 million

women with normal cytological findings. J Infect Dis 2010; 202: 1789-99.
Deluca GD, Basiletti J, Gonzalez JV, Diaz Vasquez N, Lucero RH, Picconi
MA. Human papilloma virus risk factors for infection and genotype
distribution in aboriginal women from Northern Argentina. Medicina (B
Aires) 2012; 72: 461-6.

Clifford GM, Rana RK, Franceschi S, Smith JS, Gough G, Pimenta JM.
Human papillomavirus genotype distribution in low-grade cervical lesions:
comparison by geographic region and with cervical cancer. Cancer
Epidemiol Biomarkers Prev 2005; 14: 1157-64

Clifford GM, Smith JS, Aguado T, Franceschi S. Comparison of HPV type
distribution in high-grade cervical lesions and cervical cancer: a meta-
analysis. Br J Cancer 2003; 89: 101-5



52.

53.

54,

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

130

Quint W, Jenkins D, Molijn A, et al. One virus, one lesion- individual
components of CIN lesions contain a specific HPV type. J Pathol 2012;
227: 62-71.
Koutsky L. Epidemiology of genital human papillomavirus infection. Am J
Med 1997; 102 (5, Suppl 1): 3-8.
Mufioz N, Bosch FX, de Sanjose S, et al. Epidemiologic classification of
human papillomavirus types associated with cervical cancer. N Engl J
Med 2003; 348: 518-27.
Schiffman M, Castle PE. The promise of global cervicalcancer prevention.
N Engl J Med 2005; 353: 2101-4.
IARC Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans.
Human papillomaviruses. IARC Monogr Eval Carcinog Risks Hum 1995; 64:
1-378.
Zur Hausen H. Papillomavirus infection- a major cause of human cancers.
Biochim Biophys Acta 1996; 1288, F55-78.
Walboomers JM, Jacobs MV, Manos MM, at al. Human papillomavirus is
a necessary cause of invasive cervical cancer worldwide. J Pathol 1999;
189: 12-9.
Cruz JF, Marquez L, Quintero M, Bastidas M, Puig J. Estudio de variantes
intra-tipo del virus del papiloma humano tipol6 , por analisis nucleotidico
de la region MY09-MY11. Obs Ginecol. 2013;73(3):187-94.
Carvajal-Rodriguez a. Detecting recombination and diversifying selection in
human alpha-papillomavirus. Infect Genet Evol. 2008;8(5):689-92.
Calleja-macias IE, Villa LL, Prado JC, Allan B, Williamson A, Collins RJ, et al.
Worldwide Genomic Diversity of the High- Risk Human Papillomavirus

Types 31 : Human Papillomavirus Type 16 Worldwide
Genomic Diversity of the High-Risk Human Papillomavirus Types 31, 35, 52
, and 58, Four Close Relatives of Human Papillomavirus Type 16.
2005;79(21):13630-40
Bzhalava D, Eklund C, Dillner J. International standardization and classification
of human papillomavirus types. Virology [Internet]. Elsevier; 2015; 476:341-4.
Recuperado a partir de:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0042682214005777
De Villiers E-M, Fauquet C, Broker TR, Bernard H-U, zur Hausen H.

Classification of papillomaviruses. Virology [Internet]. 20 de junio de 2004



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.
73.

131

[citado 11 de julio de 2014];324(1):17-27. Recuperado a partir de:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15183049
Reference clones at International HPV Reference Center [Internet].
[ctado 25 de marzo de 2015]. Recuperado a partir de:
http://www.hpvcenter.se/html/refclones.html?%3C?php echo time ();
%3E

ICTV Virus Taxonomy 2014 [Internet]. [citado 25 de marzo de 2015].
Recuperado a partir de: http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp
Bertaut A, Chavanet P, Aho S, Astruc K, Douvier S, Fournel . HPV vaccination
coverage in French girls attending middle and high schools: a declarative cross
sectional study in the department of Céte d’Or. Eur J Obstet Gynecol Reprod
Biol;170(2):526-32. Recuperado a partir de:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23953913
Calleja-macias IE, Villa LL, Prado JC, Allan B, Williamson A, Collins RJ, et al.
Op cit.
Stanley M A. Epithelial cell responses to infection with human
papillomavirus. Clin Microbiol Rev; 25(2):215-22. Recuperado a partir

de:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=3346303&tool
=pmcentrez&rendertype=abstract
Sanchez M. Distribucién de genotipos en mujeres conizadas por lesion
escamosa intraepitelial de alto grado (CIN 2-3) y analisis de los cofactores
de cancer de cérvix en Malaga. Universidad de Mélaga; 2012.
Reference clones at International HPV Reference Center [Internet].
[ctado 25 de marzo de 2015]. Recuperado a partir de:
http://www.hpvcenter.se/html/refclones.html?%3C?php echo time();
?%3E
PaVE: Papilloma virus genome database [Internet]. [citado 25 de marzo

de 2015]. Recuperado a partir de:
http://pave.niaid.nih.gov/#explore/review_chapters
PaVE: Papilloma virus genome database . Ib. did.
Garcea RL, DiMaio D, Papillomaviruses T. The Papillomaviruses [Internet].
First edit. New York: Springer; 2007. 419 p. Recuperado a

partir de: http://www.springerlink.com/index/10.1007/978-0-387-36523-7



74.

75.
76.

17.

78.

79.
80.

81.

82.

83.
84.

85.

132

Chung B. Transmission and transformation: Reviewing HPV’ s lifecycle. New

Jersey; 2014.

PaVE: Papilloma virus genome database. Op, cit.

Kroupis C, Vourlidis N. Human papilloma virus (HPV) molecular

diagnostics. Clin Chem Lab Med.2011;49(11):1783-99.

Garcea RL, Di Maio D, Papillomaviruses T. The Papilloma viruses

[Internet]. First edit. New York: Springer; 2007. p. 419. Recuperado a
partir de: http://www.springerlink.com/index/10.1007/978-0-387-

36523-7

Howie HL, Katzenellenbogen R a., Galloway D a. Papillomavirus E6 proteins.

Virology [Internet]. Elsevier Inc.;2009;384(2):324—-34. Recuperado apartir
de: http://dx.doi.org/10.1016/j.virol.2008.11.017

Garcea RL, DiMaio D. Op.,cit.

Lazarczyk M, Cassonnet P, Pons C, Jacob Y, Favre M. The EVER

proteins as a natural barrier against papillomaviruses: a new insight into

the pathogenesis of human papillomavirus infections. Microbiol Mol Biol

Rev [Internet]. junio de 2009 [citado 7 de febrero de 2015];73(2):348-70.

Recuperado a partir de:

http://mmbr.asm.org/content/73/2/348/F2.expansion.html

Aboul-Fotouh ME-M, Hana IT. Clinical validation of high risk HPV DNA

testing versus ThinPrep cytology for primary cervical cancer screening.

Middle East Fertil Soc J; 18(2):102-9. Recuperado a partir de:

http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1110569012001227

IARC. Human Papillomaviruses [Internet]. IARC Monographs on the

evaluation of carcinogenic risks to humans. 2007. Recuperado a partir de:

http://monographs.iarc.frfENG/Monographs/vol90/mono90-6.pdf

Kroupis C, Vourlidis N. Op., cit.

Rosenblatt A, de Campos H. Human Papillomavirus a Practical Guide for

Urologists. 20009.

Agnihotram Ramanakumar, Otelinda Goncalves, Harriet Richardson,
Pierre Tellier, Alex Ferenczy, Francois Coutlée EF. Human papillomavirus
(HPV) types 16, 18, 31, 45 DNA loads and HPV-16 integration in
persistent and transient infections in young women. BMC Infect Dis.
2010;10:326.



86.

87.
88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

133
Vera-Uehara C, Séanchez Aleman MA, Uribe-Salas FJ, Ramos-
Castafieda J, Olamendi-Portugal ML, Conde-Glez CJ. HPV infection, risk
factors and viral load among Mexican male college students. Braz J Infect
Dis [Internet]. 2013 |[citado 2 de diciembre de 2014];18(1):71-6.
Recuperado a partir de: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24055311
Aboul-Fotouh ME-M, Hana IT. Op cit. p102.

Zheng BY, Gharizadeh B, Wallin KL. Human Papillomaviruses Genotyping by

Pyrosequencing Method. Appl Microbiol. 2007;001(650):547-56.

Molijn A, Kleter B, Quint W, van Doorn LJ. Molecular diagnosis of human
papillomavirus (HPV) infections. J Clin Virol. 2005;32 Suppl 1:5S43-51.
Snijders PJ, van den Brule AJ, Schrijnemakers HF, Snow G, Meijer CJ,
Walboomers JM. The use of general primers in the polymerase chain
reaction permits the detection of a broad spectrum of human
papillomavirus genotypes. J Gen Virol. 1990;71(Pt 1):173-81.

Iftner T, Villa LL. Chapter 12: Human papilomavirus technologies. J Natl
Cancer Inst Monogr. 2003;(31):80-8.

Resnick RM, Cornelissen MT, Wright DK, Eichinger GH, Fox HS, ter
Schegget J, et al. Detection and typing of human papillomavirus in
archival cervical cancer specimens by DNA amplification with consensus
primers. J Natl Cancer Inst. 1990;82(18):1477-84.

Dona MG, Ronchetti L, Giuliani M, Carosi M, Rollo F, Congiu M, et al.
Performance of the linear array HPV genotyping test on paired cytological
and formalinfixed, paraffin-embedded cervical samples. J Mol Diagn.
2013;15(3):373-9.

Gravitt PE, Burk RD, Lorincz A, Herrero R, Hildesheim A, Sherman ME,
et al. A comparison between real-time polymerase chain reaction and
hybrid capture 2 for human papillomavirus DNA quantitation. Cancer
Epidemiol Biomarkers Prev. 2003;12(6):477-84.

Monsonego J, Bohbot JM, Pollini G, Krawec C, Vincent C, Merignargues
I, et al. Performance of the Roche AMPLICOR human papillomavirus
(HPV) test in prediction of cervical intraepithelial neoplasia (CIN) in
women with abnormal PAP smear. Gynecol Oncol. 2005;99(1):160-8.
Nobbenhuis MA, Walboomers JM, Helmerhorst TJ, Rozendaal L,
Remmink AJ, Risse EK, et al. Relation of human papillomavirus status to



97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

134
cervical lesions and consequences for cervical-cancer screening: a
prospective study. Lancet. 1999;354(9172):20-5.
Schlecht NF, Kulaga S, Robitaille J, Ferreira S, Santos M, Miyamura RA,
et al. Persistent human papilomavirus infection as a predictor of cervical
intraepithelial neoplasia. JAMA. 2001;286(24):3106-14.
Baker E. Assessing the impact of new cervical cancer screening
guidelines. MLO Med Lab Obs. 2013;45(2):28-9.
Sankaranarayanan R, Nene BM, Shastri SS, Jayant K, Muwonge R,
Budukh AM, et al. HPV screening for cervical cancer in rural India. N Engl
J Med. 2009;360(14):1385-94.
Nanda K, McCrory DC, Myers ER, Bastian LA, Hasselblad V, Hickey JD,
et al. Accuracy of the Papanicolaou test in screening for and follow-up of
cervical cytologic abnormalities: a systematic review. Ann Intern Med.
2000;132(10):810-9.
Cuzick J, Clavel C, Petry KU, Meijer CJ, Hoyer H, Ratnam S, et al.
Overview of the European and North American studies on HPV testing in
primary cervical cancer screening. Int J Cancer. 2006;119(5):1095-101.
Mayrand MH, Duarte-Franco E, Rodrigues |, Walter SD, Hanley J,
Ferenczy A, et al. Human papilomavirus DNA versus Papanicolaou
screening tests for cervical cancer. N Engl J Med. 2007;357(16):1579-88.
Wright TC, Jr., Stoler MH, Sharma A, Zhang G, Behrens C, Wright TL, et
al. Evaluation of HPV-16 and HPV- 18 genotyping for the triage of women
with high-risk HPV+ cytology-negative results. Am J Clin Pathol.
2011;136(4):578-86.
Saslow D, Solomon D, Lawson HW, Killackey M, Kulasingam SL, Cain J, et al.
American Cancer Society, American Society for Colposcopy and Cervical
Pathology, and American Society for Clinical Pathology screening guidelines
for the prevention and early detection of cervical cancer. CA Cancer J Clin.
2012;62(3):147-72
Saslow D, Solomon D, Lawson HW, Killackey M, KulasingamSL, Cain J,
et al. Ib did. 147-72.
Iftner T y Villa L. Chapter 12: Human papillomavirus technologies. J Natl
Cancer Inst Monogr 2003; 31:80-88



107.

108.

109.

110.

111.

112.
113.

114.

115.

116.

117.

118.

135
Gravitt P, Burk R, Lorincz A, Herrero R y col. A comparison between real-time
polimerase chain reaction and hybrid capture 2 for for human papillomavirus
DNA quantitation. Cancer Epidemiol. Biomark Prev 2003;12:477-484
Monsonego J, Bohbot JM, Pollini G y col. Performance of the Roche
AMPLICOR human papillomavirus(HPV) test in prediction of cervical
intraepithelial neoplasia (CIN) in women with abnormal PAPsmear. Gynecol
Oncol 2005;99:160-168
Wabhlstrom C, Ifner T, Dillner J y col. Population-based study of screening test
performance indices of three human papillomavirus DNA tests. J Med Virol
2007 Aug;79(8):1169-75
Schlecht NF, Kulaga S, Robitaille J y col. Persistent human papillomavirus
infection as a predictor of cervical intraepithelial neoplasia
JAMA2001;286(24):3106- 14..
Coutleé F, Rouleau D, Petignat P Enhanced Detection and Typing of Human
Papillomavirus (HPV) DNAIin Anogenital Samples with PGMY Primers and the
Linear Array HPV Genotyping Test. J Clin Micobiol 2006;44(6):1998—-2006
Sherman, Schiffma, Lorincz, Manos, Scott, Kurman, et al. Op cit. p. 45
Chouhy D, Bolatti EM, Perez GR, Girl AA. Analysis of the genetic diversity
and phylogenetic relationships of putative human papillomavirus types. J
Gen Virol 2013.
Picconi Maria. Deteccion de virus papiloma humano en la prevencion del
cancer cervico-uterino. Tesis Instituto Nacional de Enfermedades
Infecciosas, Buenos Aire 2013.
Ghittoni R, Accardi R, Hasan U, et al. (2010) The biological properties of E6
and E7 oncoproteins from human papillomaviruses. Virus Genes, 40, 1-13
Ochoa Carrillo, Francisco. Virus del papiloma humano. Desde su
descubrimiento hasta el desarrollo de una vacuna. Elseiver. Gaceta Mexicana
de Oncologia. 2014;13(5):308-315
Benuto ARE, Berumen CJ. Virus oncogenos: el paradigma del virus del
papiloma humano. Dermatol Rev Mex 2009;53(5):234-242.
Calleja-Macias IE, Kalantari M, Huh J, et al. Genomic diversity of human
papillomavirus-16, 18, 31, and 35 isolates in a Mexican population and
relationship to European, African, and Native American variants. Virology
2004;319:315-323.



119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

136
Carrasco Diaz. Metodologia de investigacion cientifica. Editorial San Marcos.
Perd. 2005. p.474
Supo, José. Seminario de Investigacion cientifica. Bioestadico.com. Perdu.
2014. p.45
Lépez,lli, Brebi,Garcia,Capurro, Guzman, et al. Deteccion vy tipificacion de
virus papiloma humano en lesiones preneoplasicas de cuello uterino. Rev.
méd. Chile v.138 n.11 Santiago nov. 2010. Disponible en:
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-
98872010001200001
Molano M, Murillo R, Cano A. Deteccion vy tipificacion del virus del papiloma
humano (VPH) en mujeres con cancer de cuello uterino en Bogota y
Barranquilla, 2009.
Melo A, Montenegro S, Hooper T, y otros. Tipificacion del virus papiloma
humano (VPH) en lesiones preneoplasicas y carcinoma del cuello uterino en
mujeres de la IX Region-Chile, 2017
Picconi Maria. Op cit. P.102

Rivero Carrano, Juan. Importancia de la tipificacion del Virus papiloma
humano (VPH). Rev Venez Oncol 2002;14(3):175-177



137

ANEXOS



ANEXO 1: MATRIZ DE CONSISTENCIA

138

Problema

Objetivo

Hipétesis

Variables

Metodologia

Técnica e instrumentos

Problema general

¢Cual es la tipificacion de
VPH por reaccién en
cadena de la polimerasa
en relacion a la citologia
anormal del Papanicolaou
en el Hospital Il Essalud —
Huénuco, 2016-2017?

Problemas Especificos
¢Cuales son las
caracteristicas
epidemiolégicas de la
poblacién en estudio?
¢Cuéles son las
caracteristicas
citopatoldgicas
observadas en los
resultados de la citologia
anormal por PAP en
medio liquido y por PCR?
¢Cudl es el aspecto del
cérvix mediante
evaluacion clinica y las
anormalidades de las
células epiteliales en la
poblacién en estudio?

¢ Como tipificar los virus
del PVH mediante la
técnica de la PCR?

¢, Cuales son los genotipos
segln riesgo oncogeénico
del VPH en la poblacién
en estudio?

Objetivo general

¢,Cual es la tipificacion de
VPH por reaccién en
cadena de la polimerasa
en relacion a la citologia

anormal del
Papanicolaou en el
Hospital Il Essalud -

Huanuco, 2016-2017?

Objetivos Especificos
Identificar las
caracteristicas
epidemioldgicas de la
poblacién en estudio
Identificar las
caracteristicas
citopatoldgicas
observadas en los
resultados de la citologia
anormal por PAP en
medio liquido y por PCR
Identificar el aspecto del
cérvix mediante
evaluacion clinica y las
anormalidades de las
células epiteliales en la
poblacién en estudio
Tipificar los virus del PVH
mediante la técnica de la
PCR

Clasificar los genotipos
segun riesgo oncogénico
del VPH en la poblacion
en estudio.

HO La tipificacion de VPH
por  reaccion en

cadena de la
polimerasa no se
relaciona  con la

citologia anormal del
Papanicolaou en el
Hospital Il Essalud —
Huanuco.

H1 La tipificacion de VPH
por  reaccion en

cadena de la
polimerasa se
relaciona con la

citologia anormal del
Papanicolaou en el
Hospital Il Essalud —
Huénuco

Variable de estudio 1
Tipificacion del Virus del

Papiloma Humana
(Genotipo)

Indicadores:

. Genotipos de alto
riesgo oncogénico

. Genotipos de

bajo riesgo oncogénico

Variable de estudio 2
Citologia anormal de
Papanicolaou
Indicador:

. Resultados de
Citologia anormal de
Papanicolaou

Poblacion de estudio

Todas las pacientes
mujeres de 21 afios de
edad / consultorio de
Ginecologia del Hospital
Il EsSalud — Huénuco,

con resultado de PAP
sugerente a infecciéon a
PVH DIC/2016 a
NOV/2017, = 67
pacientes.
Muestra

Todas las mujeres que
cumplan con los criterios
de inclusién y exclusion, =
52 pacientes.

Nivel:
correlacional
Tipo:
Observcional,
prospectivo, longitudinal y
bivariado

Disefio:

Observacional,
descriptivo,
epidemioldgico y
relacional

M/
T~

Descriptivo-

o1
I
'
I
02

Técnica:

1° Analisis documental
2° Luego: observacion,
entrevista y los test de
evaluacion (Kits para el
Papanicolaou en medio
liquido y el PCR).

Instrumentos

Guia de entrevista, la
ficha de observacion y el
informe de citologia
cervical en medio liquido
y el informe del PCR

Andlisis de los
resultados

Estadistica
descriptiva

Andlisis inferencial:
Rho Spearman
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ANEXO 2

Consentimiento Informado para Participantes de Investigacion

El propédsito de esta ficha de consentimiento es proveer a los
participantes en esta investigacion con una clara explicacion de la naturaleza
de la misma, asi como de su rol en ella como participantes.

La presente investigacion es conducida por el Med. Ginecoélogo Willams
Venturo Castro, doctorando de la UNHEVAL- Huanuco. EL objetivo de este
estudio es Determinar la tipificacion por reaccion en cadena de la polimerasa
del papiloma virus humano en citologia anormal del Papanicolaou en el
Hospital Il Essalud-Huanuco 2016-2017

Si usted accede a participar en este estudio, se le pedira responder preguntas
en una entrevista y a su vez se le practicar la toma de una nueva muestra del
cuello uterino. Esto tomaré aproximadamente 20 minutos de su tiempo. Los
resultados se le haran entrega inmediatamente lleguen a esta ciudad.

La participacion es este estudio es estrictamente voluntaria. La informacion
gue se recoja sera confidencial y no se usara para ningun otro propadsito fuera
de los de esta investigacion. Sus respuestas a la la entrevista y los datos
recogido en la guia de observacion seran codificadas usando un nimero de
identificacion y por lo tanto, seran anénimas. Una vez culminado el estudio la
informacion sera resguardada por el término de dos afios, a partir del cual
seran desechados.

Si tiene alguna duda sobre este proyecto, puede hacer preguntas en cualquier
momento durante su participacién en él. Igualmente, puede retirarse del
proyecto en cualquier momento sin que eso lo perjudique en ninguna forma.
Si algin momento de la investigacion se siente incomoda, tiene usted el
derecho de hacérselo saber al investigador y de retirarse

Desde ya le agradecemos su participacion.
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identificada con DNI: ... , acepto participar
voluntariamente en esta investigacion titulada la “Tipificacion por reaccién en
cadena de la polimerasa del papiloma virus humano en citologia anormal del
Papanicolaou en el Hospital Il Essalud-Huanuco 2016-2017”, conducida por
Med. Ginecélogo Willams Venturo Castro.

He sido informado (a) del objetivo de la investigacién y de que estoy en la
libertad de responder y de someterme a los procedimientos de toma de una
nueva muestra del cuello uterino para las técnicas de Papanicolaou en medio
liquido y del PCR; el cual demorara aproximadamente 20 minutos.

Reconozco que la informacién que yo provea en el curso de esta investigacion
es estrictamente confidencial y no serd usada para ningun otro propésito fuera
de los de este estudio sin mi consentimiento. He sido informado de que puedo
hacer preguntas sobre el proyecto en cualquier momento y que puedo
retirarme del mismo cuando asi lo decida, sin que esto acarree perjuicio
alguno para mi persona.

De tener preguntas sobre mi participacién en este estudio, puedo contactar al
investigador al teléfono 962345634

Entiendo que una copia de esta ficha de consentimiento me sera entregada,
y que puedo pedir informacién sobre los resultados de este estudio cuando
éste haya concluido.

Nombre del Participante Firma del Participante Fecha
(en letra imprenta)
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ANEXO 3: INSTRUMENTOS

GUIA DE OBSERVACION

DATOS GENERALES:

Dia:

Lugar:

Hora de inicio de la observacion:
Hora de finalizacion de la observacion:

Unidad de
Observacién

Items Observables

Pruebas de descarte o confirmacion

Cuello
Uterino sano

-Sin muestra de lesiones macroscopicas
por especuloscopia ()
-Sin muestras de lesiones microscépicas
con el uso de la colposcopia ()

-Estudio por colposcopia ()

-Toma de muestra por Papanicolaou
convencional (en lamina ()

Cuello Uterino
sospechoso
de tener VPH

-Sin muestra de lesiones
po r especuloscopia. ()
-Con muestra de lesiones  Microscopicas
con el uso de la colposcopia usando acido
acético al 3% (epitelio blanco) ()

macroscoépicas

-Estudio por colposcopia ()
- Papanicolaou en lamina. ( )
-Papanicolaou en medio liquido. ()

Cuello uterino
con

Fuerte
sospecha de
VPH

-Con muestra de lesiones macroscopicas
IVAA

positivo dudoso. ()

-Con muestra de lesiones evidentes ( )
positivos al acido acético y lugol evaluado
por colposcopia.

-Estudio por colposcopia. ()
-Papanicolaou en lamina. ()
-Papanicolaou en medio liquido ()

Cuello uterino
con VPH

-Con muestra de lesiones macroscopicas
IVVA
positivo ()

-Con muestra de lesiones evidentemente
positivos
al acido aceético y lugol (test de Schiller) (

)

-Estudio por colposcopia ()
Papanicolaou en medio liquido ().
-Biopsia de cérvix. ()

Cuello uterino
con LIE de
bajo grado

-Con muestra de lesiones macroscopicas
IVVA positivo ()

-Con muestra de lesiones aceto positivos ()
mostrando  epitelio  blanco, punteado
vascular. ()

-Estudio por colposcopia ()
-Papanicolaou en medio liquido. ()
-Biopsia de cérvix. ()

-Tipificar o no el VPH por PCR. ( )

Cuello uterino
con LIE de alto
grado

-Con muestra de cambios estructurales con
o sin el uso del acido acético al 3%. ()
-Con muestra evidente de epitelio blanco,
mosaico, vasos tortuosos, lesiones
elevadas en copos de nieve y otros. ()

-Estudio por colposcopia ()
-Papanicolaou en medio liquido. ()
-Biopsia de cérvix. ()

-Tipificacion del VPH por PCR. ()

Cancer de
cuello uterino

-Con lesiones macroscopicas y
microscopicas
evidentes. ()

- Biopsia de cérvix. ()
-Tipificacién del VPH por PCR. ()

VPH No 6(), 11(), 42(), 43(), 44(), 81() -Tipificaciéon del VPH por PCR. ()
Oncogénico

VPH 16(), 18(), 31(), 33(), 35(), 39(), 45(), 51( | -Tipificacién del PVH por PCR ( )
Oncogénico ), 52(),

53(), 56(), 58(), 59(), 66( ), 68()

Asociacién de
genotipos

Especifique:

-Tipificacién del PVH por PCR ( )

Cadigo:

Fecha: [/ _
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GUIA DE ENTREVISTA DE LAS CARACTERISTICAS EPIDEMIOLGIAS

TITULO DE LA INVESTIGACION: Tipificacion por reaccion en cadena de la polimerasa del
papiloma virus humano en citologia anormal del papanicolaou en el hospital Il Essalud-
Huanuco 2016-2017

INSTRUCCIONES. Estimada Sra/Srta. sirvase responder de manera apropiada respecto a
sus caracteristicas Epidemioldgicas. Para el efecto sirvase marcar con un aspa (x) dentro
de los paréntesis las respuestas que Usted considere pertinente.

Sus respuestas serdn manejadas con caracter confidencial por lo cual le solicitamos
veracidad.

|. Caracteristicas epidemiol6gicos:

1. ¢Cuantos afnos tiene usted?
2. ¢Tiene usted resultado de Papanicolaou anormal o positivo a papiloma virus?
a. Si ()
b. No ()
Descripcion:
3. ¢Tiene usted estudio de colposcopia?
a. Si ()
b. No ()
Descripcion:
4. ¢Tiene usted estudio de biopsia cervical?
a. Si ()
b. No ()
Descripcion:
5. ¢Cudl es su estado civil?
a. Soltero () b.Casado ( ) c.Conviviente ( )
d. Divorciada ( ) e. Separada ( ) f. Viuda ()
6. Paridad
a. Nulipara ( ) b. Dela3hijos( ) c.Masde3partos( )

7. Uso de Métodos anticonceptivos:
a. Si ()
b. No ()
8. Sexarquia (inicio de las relaciones sexuales):
a. 10-11afios ( ) b.12-14afios ( ) c.15-17afos( )

9. Numero de parejas
a. 1 Pareja
b. 2 Parejas
c. 3a+ Parejas

—~ A~
— — —

10. Fuma cigarrillo
a. Si
b. No

—~
N—

Gracias por su colaboracion
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En el Auditorio de la Escuela de Posgrado; siendo las 17:00 h, del dia jusves 27 DE DICIEMBRE
2018, el aspirante al Grado de Doctor en Ciencias de la Salud, Willans Gerbert VENTURO
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Asi mismo, el Juradq planted a la tesis las observaciones siguientes:

Obteniendo en consecuencia el Doctorando la Nota de... -b‘ SN VT S ( J 87 )
Equivalente a W\kb\lwxbo ............. por lo que se declara .. pvebed O
- {Aprobado 6 desaprobado)

/‘)'

Los miembros del Jur
las.)94...0Q. horas del

o, firman la presente ACTA en sefial de conformidad, en Huanuco, siendo
7 de diciepibre de 2018.

PRES{RENTE SECRETARIA
DN, "2.2. 4 i. plob DN!_NE...EL:.’L.&.LQ...&if%..?.(f.

e SRR
DNINC..... 22 M2 LU LK

Leyenda:

19 a 20: Excelente
17 a 18: Muy Bueno
14 a 16: Bueno

{Resolucion N° 03210-2018-UNHEVAL/EPG-D)

Av. Univessitarin §0I-60)- Civded Upiversituria - Pubellon V Ebock A" 2o, pive
Tl S74760
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