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RESUMEN

El Cancer de cérvix vy sus lesiones precursoras son causadas en su mayoria
por Papillomavirus (Mufoz et al., 2003), considerado de transmisién sexual
(ETS) mientras que otras infecciones como la Vaginosis bacteriana,
Trichomonas vaginalis, Chlamydia trachomatis, Candida y Herpes simplex
virus podrian llegar a actuar como agentes promotores en la adquisicién de la
infeccion y/o de la persistencia del virus. El objetivo de este estudio fue
establecer la presencia de infecciones vaginales en lesiones intraepiteliales de
bajo, alto grado y cancer. Fueron seleccionadas 65 pacientes que asisten a
consulta de Colposcopia de la Clinica Maternidad Rafael Calvo entre marzo
2007 y marzo 2008, para analisis microbiolégico, analisis histologico e
inmunohistoquimica por la presencia de lesiones visibles. Se realizaron frotis
vaginales incluyendo fresco, gram y KOH. La evaluacién histopatolégica fue
realizada segun Agoff (2003) y cada corte histoldégico clasificado segun
Richard (NIC I-NIC Il 'Y NIC Ill) homologada e.g. Bethesda LIE (Lesion
Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado y de Alto Grado) (Nacional Cancer
Institute  workshop, 1988; modificada 2001). La deteccion por
inmunohistoquimica, estuvo basada en la intensidad y distribucion de las
células inmunopositivas para el marcador de progresion p16INK4a descritas
por Sano (1998,2002). Cortes de 5 uym desparafinizados y rehidratados en
diferentes grados de alcohol fueron expuestos al anticuerpo antihumano
p16INK4a, clon E6H4 dilucién 1:20 (Dako Cytomation), contrastados con
Hematoxilina. Estos resultados fueron verificados de acuerdo a los controles de
la prueba, usando cortes procesados sin el anticuerpo como controles
negativos y cortes de adenocarcinoma utilizados como control positivo para la
p16INK4a. Para el andlisis estadistico, los datos fueron analizados en el
paquete estadistico SPSS 12.0®. Se utilizé el estadistico X? para comprobar la
relacion entre las pruebas microbiolégicas y resultados de la biopsia e
inmunohistoquimica. De las 65 mujeres, 86.2% presentaron citologia anormal.
Bajo colposcopia, de las 65 pacientes, el 60% resultaron con lesiones (50.8%
LIEBG, 7.7% LIEAG y cancer 1,5%) y el resto resultaron normales o
presentaron lesiones no tumorales. Asi mismo, en la biopsia (53/65), 26
(49.5%) presentaron lesiones premalignas o malignas. De estas el 61.53% no
presentaron infecciones vaginales. Un aporte preliminar fue que para la
inmunohistoquimica el 62,5% fueron positivas. En 19.23% de las pacientes
hubo asociacion entre lesiones premalignas o maligna y Vaginosis bacteriana.
Las infecciones vaginales por Gardnerella vaginalis, estan presentes en
lesiones malignas y premalignas diagnosticadas por biopsia en mujeres de
Cartagena de Indias.

Palabras claves: Papillomavirus, LIE (Lesion Intraepitelial Escamosa), LIEBG
(Lesién Intraepitelial Escamosa de bajo grado), LIEAG (Lesion Intraepitelial
Escamosa de alto grado) Vaginosis bacteriana, riesgo oncogénico



INTRODUCCION

Las infecciones producidas por el Virus Papiloma Humano (VPH) es una
importante enfermedad de transmision sexual (ETS), con una alta incidencia, y
con demostrada asociacion al desarrollo de lesiones precancerosas y
cancerosas del tracto genital inferior, especialmente del cuello del utero, vulva y

region anorectal (Mufioz et al., 2003).

Esta infeccién también estd asociada a vaginosis bacteriana, Trichomonas
vaginalis, Chlamydia trachomatis, y otros agentes virales tales como herpes
simplex virus, como factor de riesgo implicado en la adquisicidén de la infeccion
(Watts et al., 2005).

En las ultimas décadas, se han descrito mas de 150 tipos de VPH que han
sido clasificados en 16 grupos. Los VPH de tipo genital se clasifican de acuerdo
con el potencial para provocar cambios malignos en el epitelio cervical en tres
tipos. De alto riesgo: (16 (9 especies ), 18 ( 7 especies), 31, 33, 35, 38,39, 45,
51, 52, 56, 58, 59,67, 68, 73 y 82), de riesgo intermedio: (26, 53 y 66) y de bajo
riesgo: (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 y CP6108) (Tamayo, 2006,
Munoz et al.,2005, Thomison et al., 2008).

El VPH esta fuertemente asociado con la neoplasia cervical y su presencia
precede y predice el desarrollo de lesiones intraepiteliales escamosas
cervicales (LIE), siendo el tipo 16 el mas predictivo para LIE de cualquier grado
(Liaw et al., 1999; Koutsky et al., 1992). En la mayoria de los estudios que se
han hecho a nivel mundial podemos observar la persistencia del tipo VPH 16
en casi todas las lesiones neoplasicas. Aproximadamente en el 50-80% de
estos tumores se encuentra el VPH tipo 16 y en el 14-20% el tipo 18; otras de

estas lesiones son ocasionadas por otros genotipos de alto riesgo.

En Colombia el cancer ocupa el tercer lugar como causa de muerte, la
neoplasia mas frecuente en nuestro pais en el sexo femenino es el cancer de

cérvix, considerada como la primera causa de mortalidad. Existen fuertes



evidencias sobre el papel que desempenan algunos tipos de VPH en el cancer
de cérvix, en mujeres ha aumentado en los ultimos anos y la infeccion por VPH
es considerada como una enfermedad de transmision sexual. En el afio 1992,
en Cartagena se realizé un estudio con el objetivo de buscar VPH en mujeres
prostitutas frente a un grupo control. Los resultados no fueron muy
concluyentes, sin embargo, se observd presencia de los grupos 18, 16 y 21.
Durante el afo 2005, 40 mujeres, entre 15 y 35 afos, fueron evaluadas con
diagndstico citoldgico e histologico de Lesion intraepitelial escamosa de bajo
grado (LIE de B.G), en la Unidad de Patologia de la E.S.E. Clinica Maternidad
Rafael Calvo de Cartagena, con una prevalencia del VPH de 48% (19/40),
donde el 15.78% de ellas se les considero como de alto riego oncogénico
(Perez et al., 2005).

Son muy escasos los trabajos que se han realizado para la busqueda del VPH
en Cartagena de indias, para establecer la prevalencia real del VPH, por lo que
se hace necesario identificar jcual es el tipo de HPV mas frecuentemente
hallado en mujeres con displasias o cancer de cérvix de la ciudad de
Cartagena? y ¢cudles son los factores asociados para la aparicion de cancer

de cuello uterino en esta poblacion?

Se quiere entonces que el conocimiento previo del tipo de virus permita, junto
con las demas pruebas (colposcopia e histologia), por un lado, prevenir el
desarrollo de un futuro cancer in situ o invasor y que de alguna manera, el
conocimiento de los factores coadyuvantes nos indique hacia donde apuntar en
materia educacional; y por otro lado, determinar las caracteristicas
epidemioldgicas que ayuden a identificar los principales tipos de VPH en esta
poblacion, para asi poder trabajar en la busqueda de vacunas que permitan
prevenir la aparicion o la colonizacion de tipos de virus de alto riesgo que

eventualmente puedan ocasionar cancer de cérvix (Consuegra et al, 2004).

En la actualidad se estan evaluando en el ambito mundial dos herramientas
que podrian mejorar la capacidad de predecir la aparicion de lesiones malignas
y prevenir su aparicién. Estos dos procedimientos son: técnicas moleculares

para la deteccion de la infeccion por VPH y el desarrollo de vacunas



recombinantes contra esta en enfermedad.

Partiendo de la premisa de que si las lesiones precancerosas son detectadas
precozmente y tratadas con éxito la mujer no desarrollara cancer, los
programas de deteccion y control de las lesiones premalignas, son
intervenciones costo-efectivas, si son comparadas con el costo que implica
tratar el cancer invasor. Pero se hace necesario que el abordaje terapéutico
sea acorde a la verdadera presencia de la infeccion por VPH, al tipo de
lesiones del tracto genital y al riesgo de progresién hacia cancer. El cancer
cervicouterino representa uno de los pocos canceres comunes en los cuales se
ha identificado un agente causal especifico. Seria sumamente util poder
realizar un tamizaje y diagnosticar a las mujeres infectadas por tipos de VPH de
alto riesgo, ya que ello facilitaria una vigilancia mas estrecha de aquellas
persistentemente infectadas, incluso las que tienen una citologia normal del

cuello uterino.

En consecuencia, los esfuerzos estan dirigidos a la busqueda de métodos
rapidos y econdémicos para la detecciéon del virus, que ofrezcan mediciones
excelentes de desempeino. Ademas, hay en marcha otras investigaciones para
identificar marcadores bioldgicos que permitan predecir en menor tiempo qué
pacientes tienen riesgo de presentar lesiones escamosas intraepiteliales de alto
grado. También actualmente se ha adelantado una intensa labor en el terreno
de la inmunologia del VPH vy las interacciones entre virus y huésped,
especialmente con miras al desarrollo de vacunas y a la produccion de

sustancias inmunoterapéuticas (Lewis, 2004).

Esta propuesta estd amparada en el proyecto Marco de Deteccion temprana
del marcador P16INK4a, que es considerado un marcador eficaz de progresion
en lesiones intraepiteliales escamosas que aparecen asociadas al ADN viral,
por inmuhistoquimica (Bibbo, et al, 2002; Trunk et al, 2004). La expresion de
P16INK4a en el epitelio cervical, esta relacionada con la infeccién por VPH y
especificamente se expresa en el epitelio que presenta progresion en la
neoplasia intraepitelial (Klaes et al, 2002; Agoff et al., 2002; Marcia et al.,2005).



La Universidad de Sucre, como institucion de educacién superior, fomenta la
formacion cientifica e investigativa de sus estudiantes, al establecer vinculos
interinstitucionales para la cooperacibn académica complementaria vy
adquisicion de nuevas habilidades, que contribuyan a la formacién de un
espiritu cientifico, a través del fortalecimiento de los conocimientos basicos y
experimentales de las diferentes metodologias y tdpicos de vanguardia
aplicados en areas biotecnoldgicas, microbiologicas, entre otras.

Para el presente caso, la pasantia fue ofertada dada la existencia del convenio
de cooperaciéon vigente entre la Universidad de Sucre y la Universidad de
Cartagena, especificamente, la Maestria de Microbiologia con su Grupo de
Microbiologia Clinica y ambiental, reconocido por COLCIENCIAS. Esto nos
permitidé la oportunidad de realizar un entrenamiento en la estandarizacién de
metodologias diagndsticas microbiolégicas durante un periodo de
aproximadamente doce meses dentro del marco del proyecto “BUSQUEDA
DEL MARCADOR DE PROGRESION P16INK4a EN LAS LESIONES
INTRAEPITELIALES ESCAMOSAS CERVICALES ASOCIADAS A
PAPILLOMAVIRUS HUMANOS, EN MUJERES DE CARTAGENA DE INDIAS

que ofrecia la oportunidad para dicha capacitacion.

La pasantia se llevd a cabo en las instalaciones de la Facultad de Medicina,
Laboratorio de Investigaciones de la Maestria en Microbiologia E.S.E.
MATERNIDAD RAFAEL CALVO vy estuvo centrada principalmente en las

areas de Microbiologia basica y aplicada.

La pasantia estuvo enmarcada dentro del proyecto de investigacion que
pretende emplear el marcador de progresiéon P16INK4a como herramienta para
seleccionar pacientes con LIE de bajo grado que ameritan seguimiento y

evaluacion posterior.

En este sentido el proyecto en mencion fue la fuente original cientifica para
establecer el objetivo general de la pasantia:
Profundizar en los conocimientos, tedricos y practicos, conducentes a la

apropiacién de conocimientos nuevos, adquisicion de habilidades en el manejo



de metodologias microbiolégicas en los laboratorios de la Maestria de

Microbiologia. De igual forma para alcanzar el objetivo general se plantearon

unos objetivos especificos:

Apropiar conocimientos tedricos en los avances de la Microbiologia
basica y Biologia Molecular aplicados a la carrera de Biologia.
Recoleccion de muestras (frotis vaginales), aprestamiento en la
recoleccion de los mismos, procesamiento, participacion en el
procedimiento de colposcopia y obtencion de biopsia

Identificar en las biopsia la presencia de lesiones intraepiteliales
escamosas de bajo grado, alto grado y carcinoma de ceérvix.

Determinar la asociacion entre las variables de edad, numero de
compaferos sexuales, inicio de vida sexual y tabaquismo con la
presencia del marcador en las LIE de bajo y alto grado que ameriten
seguimiento y evaluacién posterior.

Participar en el montaje para identificar la presencia de los tipos virus de
Papillomavirus humanos de alto riesgo oncogénico en las biopsias de
las diferentes lesiones cervicales por PCR

Participar en la estandarizacion la coloracién inmunohistoquimica para
P16ink4a, en las diferentes lesiones precursoras y cancer

Fortalecer la vocacion por la investigacion cientifica.



CAPITULO 1. INFORME CRITICO.

La vaginosis bacteriana es una infeccion cervicovaginal muy comun dentro de
la consulta ginecolégica. Puede estar presente sin evidencia de algun dato
clinico, o cursar con incremento del fluido vaginal, lo cual origina malestar en
las pacientes. Si no se administra tratamiento, el padecimiento puede tener
repercusiones ginecolégicas y perinatales. La vaginosis es un sindrome clinico
resultado de la sustitucion de la flora vaginal normal de lactobacilos
productores de peroxido de hidrégeno por altas concentraciones de bacterias
anaerobicas (Prevotella sp. y Mobiluncus sp.), Gardnerella vaginalis y
Micoplasma hominsi (centro de prevenciéon vy control de enfermedades 1998).
Esta condicion se considera la causa mas frecuente de descarga vaginal y mal
olor, sin embargo la mitad de las mujeres en las que se encuentran criterios

clinicos de la entidad se mantienen asintomaticas (Priestley CJ et al 1996).

Flora normal vaginal fue una de las primeras en ser reconocida en 1892 por
Daoderlein quien describié el patrédn normal que se observa en la mujer en edad
genital activa. La composicion de la flora vaginal depende del contenido de
estrégenos. El estimulo hormonal determina la proliferacién de las células
epiteliales que aumentan su contenido de glucogeno. Este es utilizado por los
Lactobacillus sp, siendo el acido lactico el producto final del metabolismo que
ocasiona un descenso del pH, la acidez resultante inhibe a muchas bacterias.
En la mujer en edad genital activa, predominan distintas especies de
lactobacilos, otros bacilos y cocos gram positivos (Streptococcus spp.
Enterococcus spp., etc.) También pueden encontrarse un bajo numero de
Actinomyces, bacilos gram negativos aerobios como bacteroides y distintas
especies de enterobacterias, el Streptococcus agalactiae se aisla en un
porcentaje variable a esta edad. Si bien no suele producir enfermedad en la
mujer, su presencia implica riesgo para el recién nacido, en el cual puede

causar enfermedades severas.

La flora vaginal normal es un ecosistema dinamico que puede alterarse con
facilidad. Las secreciones vaginales tienen una composicién que incluye moco

cervical, secreciones transudadas a través de la pared vaginal y varia la



cantidad con la edad, la fase del ciclo menstrual, la excitacion y la actividad
sexual, los contraceptivos, embarazos, frecuencia y estado emocional. Las
secreciones vaginales normales se caracterizan por ser: Inodoras, claras o
blancas, viscosas, homogéneas o algo floculentas con elementos aglutinados,
pH acido < 4,5, No fluyen durante el examen del espéculo, sin neutrofilos

polimorfonucleares (PMNs).

La fisiopatologia de la vaginosis bacteriana predominantemente esta
conformada por lactobacilos productores de peréxido de hidrégeno, los cuales
generan grandes cantidades de "acido lactico", por consiguiente el pH normal
de la vagina se encuentra entre 3.5 - 4.5, excepto en el periodo menstrual. Esto
permite que haya un balance adecuado de la flora existente, pues se inhibe el
desarrollo de bacterias catalasa negativas Gardnerella vaginalis, Mobiluncus y
otros anaerobios como Bacteroides bivius, B. intermedius, Peptostreptococcus.
Cuando se altera la ecologia de este microambiente, a través de la disminucién
o desaparicién de la flora lactobacilar se facilita el crecimiento de bacterias

aerobias y anaerobias, especialmente esta ultimas (schering et al 1998).

Los bacilos producen acido lactico a partir de la descomposicion del glucégeno
que se deposita en las células epiteliales de la vagina después de la pubertad.
Este proceso hace que el pH normal de la vagina se ubique entre 3.5 - 4.5,
excepto durante las menstruaciones, que fomenta el crecimiento de
lactobacilos acidofilicos (bacilos anaerobios y facultativamente grampositivos).

La vaginosis bacteriana es la mas comun infeccién del tracto genital inferior
que se encuentra entre las mujeres en edad reproductiva. Esta condicion
puede considerarse mejor como un sindrome vaginal asociado con una
alteraciéon de la flora normal mas que una infeccién especifica a algun
microorganismo. En la misma, los lactobacilos normalmente predominantes se
reemplazan por un conjunto de microorganismos, incluyendo Gardnerella
vaginalis y anaerobios. Las investigaciones muestran que el 95% de toda la
descarga vaginal o infeccion proviene de 5 condiciones, que en orden de
frecuencia son: vaginosis bacteriana, vulvovaginitis por candida, cervicitis (con
frecuencia ocasionada por Chlamydia trachomatis, virus Herpes simple o N.

gonorrhoeae, secreciones normales pero excesivas Yy vaginitis por



Trichomonas. (Kimberlin et al 1998). La candidiasis es la segunda infeccion
vaginal mas frecuente en los EE.UU. y la primera en Europa. Las pacientes con
infecciones vaginales o cervicales presentan un cuadro clinico con sintomas
variados. Se refieren principalmente a una descarga desagradable. Las
especies microbiolégicas que se encuentran en la vagina de la mujer saludable
en edad reproductiva tienen una gran importancia por la produccion de
peréxido de hidrogeno de los Lactobacillus spp. En la flora vaginal normal éstos
se encuentran en concentraciones de hasta 10 millones de lactobacilos por
mililitro de secreciones vaginales. Mientras que la Gardnerella vaginalis puede
aislarse en el 5 a 60 % de las mujeres sanas sexual-mente activas, el
Mycoplasma hominis en el 15-30 % y existen concentraciones balanceadas de

organismos facultativos y anaerobios. (Shapova et al 1996).

Ecosistema Vaginal: normal contra Vaginosis Bacteriana

Parametro Normal Vaginosis Bacteriana
Presencia de Lactobacilos Predominante Escasos

Cantidad de Lactobacilos <de 10’ Org/ gr tejido 10° org/ gr de tejido
Relacion Aerobios/Anaerobios 2ab5:1 100 a 1000:1
Gardenella Vaginalis 5a60% 95%

Mobilucus 0a5% 50 a 70%

Micoplasma Hominis 15 a 30% 60 a 75%

Las infecciones de tipo oncogénico como los papilomavirus humanos estan
altamente asociadas con el desarrollo de cancer cervical invasivo y precursora
de lesiones, denominadas lesiones intraepiteliales escamosa (LIE), o
neoplasias intraepitelial cervical (CIN). (Bosch FX, et al 2002). Aunque las
infecciones por VPH son ampliamente prevalentes, unicamente unas pocas
infecciones en mujeres pueden desarrollarse a cancer cervical. Esto supone
un entorno de factores del huésped que envuelven la progresién maligna,
incluyendo el estado inmunolégico (AL-Saleh W, et al 1998), fumar, (Parazzini
et al 1992) e infecciones de transmision sexual (Boyle DCM, et al 1999). Esto
también puede ser una vaginosis bacteriana (VB) o el desarrollo de LIE, desde
una microflora anormal que produce nitrosaminas carcinogenicas (Pavic N, et
al 1984) y estimulan algunas citoquinas, como la interleuquina-1 (Behbakht K,
et al 2002).



Previos estudios relacionan a las Lesiones Intraepiteliales Escamosas y la
Vaginosis Bacteriana en la aparicion de lesiones. Una asociacion positiva entre
la VB y los LIE fue encontrada por algunos investigadores, que muestran
algunas mujeres con VB contraen un significante riesgo de desarrollo de LIE
(Guijon F, et al1992) controversialmente, hay otros estudios encontrados que

no muestran una correlacion entre BV y LIE (Boyle et al 2003).



METODOLOGIA.

MUESTREO.
Preparacion de las muestras. Los estudiantes de la Universidad de Sucre

Cristian Garrido Saavedra y Luis Villegas Bravo, adquirieron el compromiso de
entrenarse tanto en la transferencia de conocimientos tedricos como practicos,
especificamente en las metodologias diagnosticas utilizadas en el marco del
proyecto titulado “Busqueda del marcador de progresion p16ink4a en las
lesiones intraepiteliales escamosas cervicales asociadas a Papillomavirus
humanos, en mujeres que asisten a la Maternidad Rafael Calvo de
Cartagena de Indias”. Fueron entrenados en el laboratorio de investigacién de
la facultad de Medicina de la Universidad de Cartagena. Una vez revisados los
protocolos con tutores, procedieron a la recoleccion de 65 muestras para
analisis microbioldgico (frotis vaginales), en pacientes que asisten a la consulta
de colposcopia de la Clinica Maternidad Rafael Calvo. Incluyendo 40/65 para
analisis histologico (Articulo 11 de la Resolucion No. 008430 de 1993 del
Ministerio de Salud), molecular e inmunohistoquimico (Estos analisis
pertenecientes a la tesis de Maestria en Microbiologia), durante el periodo
comprendido entre agosto de 2007 a diciembre de 2007. Las muestras y las
encuestas fueron registradas y enumeradas de acuerdo a protocolos de
laboratorio  para su posterior tabulacién al igual que el consentimiento

Informado.

ACOMPANAMIENTO EN LA ESTANDARIZACION DE PROTOCOLOS
DENTRO DE LA PASANTIA.

A. Preparacién de soluciones y reactivos.
Preparacion de solucion salina 0,9%: 9 grs de NaCl fueron disueltos en 1 litro
de agua destilada, con agitacién vigorosa y esterilizacion por filtracién a

través de un filtro de 0.2 um.

Preparacion de solucion de KOH 20%: 20grs de KOH fueron adicionados en
un litro de agua destilada; con agitacidon y rotulacion con datos de fecha de

preparacion y caducidad.



Preparacion de la solucion de formol tamponado al 10%: 500 ml de agua
destilada fueron depositados en una probeta y luego fue agregados en un
frasco de 1 litro de color ambar. Se le adicionaron 100ml de formaldehido con
una pipeta estéril, e inmediatamente fueron pesados 4 gr de fosfato
monobasico de Na que le fueron agregados, hasta la disolucion de los cristales.
Luego de pesados 6.5gr de fosfato bibasico de Na, también fueron agregados
a la solucion hasta su disolucion. Por ultimo se completé el volumen
depositando 400 ml de agua destilada con una probeta y se mide el pH, el cual

debe ser de 6.8 — 6.9, para su posterior uso.

B. Analisis de frotis vaginales.

Paciente en posicidon ginecolégica previa especuloscopia, le fue introducido
un hisopo estéril con solucién salina al 0.9 %, para obtener muestra de
secrecion cervical, con posterior introduccion de este en un tubo que contiene
1.5ml de solucion salina para su analisis en fresco. Al mismo tiempo se
obtuvieron muestras del cérvix con bajalenguas, que fueron extendidas en
placas portaobjetos para luego ser coloreadas con coloracién de gram para su
posterior lectura en Microscopio Optico (10 aumentos, 40 aumentos y 100
aumentos). Las preparaciones fueron procesadas inmediatamente a fin de
lograr la viabilidad de algunos microorganismos en un tiempo menor de dos

horas.

La preparacion de los reactivos y su estandarizacion fueron realizadas
previamente en el laboratorio bajo los protocolos del Laboratorio de
Investigacion de Ciencias Basicas Facultad de Medicina, Universidad de
Cartagena. La paciente con resultado de citologia anormal, por lo general se
encuentra angustiada, por lo que es necesario explicarle detalladamente que
el procedimiento es practicamente indoloro, de corta duracion y que ayudara a
determinar con precision un diagnéstico definitivo y que probablemente con un

tratamiento conservador sea suficiente para su curacion.



C. Obtencion de biopsias.

Un total de 40 biopsias fueron obtenidas bajo visién colposcépica realizadas
segun protocolo establecido por Apgar (2002).

Elaboracion de la historia clinica colposcopica. Con la ayuda del ginecélogo y
teniendo los antecedentes de importancia, principales factores de riesgo,
resultados citoldgicos, histologicos, tratamientos previos y descripcion
topografica sencilla descrita en idioma universal y reproducible realizamos la
historia clinica colposcépica seguido de la realizacion de exploracion fisica
completa por parte del ginecélogo.

Visualizacion del cérvix. Aqui, la presencia de secreciones permiten de alguna
forma predecir una posible etiologia infecciosa, que justifican la toma de
muestra para cultivos y deteccidon de ADN. A través de esta visualizacion se
busco la presencia de leucoplasia, ulceracion o erosion verdadera y apreciar
irregularidades de la superficie y vasos macroscoépicos.

Aplicacion de la solucion cloruro de sodio isotonica. Con una torunda de
algodén embebida en solucion salina, se procede a la eliminacion del moco
cervical.

Aplicaciéon de é&acido acético al 3 o 5%. Fue utilizada preferentemente la
aplicacion por aspersion, ya que esto permite abarcar zonas amplias de cérvix
y vagina, al tiempo que se evita el traumatismo con la torunda de algodon. Esta
aplicacién ayuda a remover moco cervical, coagular proteinas y alterar la
permeabilidad celular.

Solucion de Lugol en cérvix. Una vez aplicada en el tercio superior de la
vagina podemos correlacionar la topografia de las areas subclinicas
expuestas con el acido acético y las zonas glucogeno-negativa.

Biopsia dirigida. Las biopsias fueron recolectadas de acuerdo con la topografia
y hallazgos colposcopicos. Las muestras recolectadas fueron rotuladas y
archivadas en el registro establecido en la investigacion y luego transportadas
en frascos conteniendo formol al 10% tamponado en un tiempo no menor de 12
horas, para su conservacion y depositadas en el Laboratorio de
Histotecnologia de la facultad de Medicina para su posterior analisis histolégico

y molecular. Todo el procedimiento anterior fue realizado por el ginecélogo.



D. Preparacion de tejido y diagnostico histolégico.

Todos los tejidos biopsiados fueron procesados para la evaluacion histolégica
(n=40). Previa descripcion macroscopica individual, cada biopsia fue sometida
al procesador de tejidos automatizado (TECHNICON), donde se deshidrata con
alcoholes a diferentes concentraciones, se aclara con xilol y por ultimo estos
tejidos se embeben en parafina. Los tejidos previamente embebidos se
incluyen en moldes para la formacion de bloques de parafina, los cuales seran
cortados a 5um y coloreados con Hematoxilina & Eosina. Los bloques
previamente rotulados y las laminas con los cortes histologicos fueron
archivados en el laboratorio de Histotecnologia de la facultad de Medicina de la
Universidad de Cartagena. La evaluacién histopatoldgica, bajo el microscopio
optico de luz estuvo a cargo de un patdlogo, y se realiz6 segun las
recomendaciones operativas estandar para estos procedimientos. Los
hallazgos histologicos en el epitelio crevical tales como las lesiones
intraepiteliales escamosas de bajo grado, alto grado y carcinoma cervical
fueron descritas y diagnosticadas segun e.g. Bethesda (Nacional Cancer
Institute workshop, 1988; modificada 2001).

Protocolo coloracion hematoxilina & eosina: Se introdujo la canastilla con los
tejidos en tres recipientes consecutivos de xilol por 10 minutos cada uno para
que se de el proceso de desparafinacion, seguidamente se pasan a tres
recipientes consecutivos de alcohol al 96% 80% y 70% respectivamente por 10
minutos cada uno, posteriormente se hace un lavado con agua de grifo por 5
minutos y terminado ese tiempo se introducen en un recipiente con
hematoxilina por 5 minutos y se lavan nuevamente y se procede a
decolorearlos en un recipiente con alcohol acido ( 100 ml de alcohol 96% y un
ml de acido clorhidrico) por unos segundos hasta bajar un poco la intensidad
del colorante; inmediatamente se lavan por 5 minutos, para estabilizar el
colorante inmediatamente se introduce en un recipiente con agua amoniacal,
se enjuaga rapidamente con agua de grifo y se introducen en un recipiente con
eosina por unos segundos, se enjuaga nuevamente con agua de grifo por 1
minuto para luego pasarlos por 3 bafos de deshidratacion en 3 alcoholes

crecientes al 70% 80% y 96% respectivamente y de manera muy rapida,



ademas se pasan por un cuarto recipiente con una solucién de 70% de Xilol y
30% de alcohol por 1 minuto, se escurre unos segundos y se pasan por tres
recipientes consecutivos con xilol de manera rapida para el aclaramiento de
las mismas. Coloreados con hematoxilina & eosina los bloques previamente
rotulados y las laminas con los cortes histolégicos seran archivados en el

laboratorio de Histotecnologia de la Universidad de Cartagena.

E. Deteccién del marcador de progresion P16INK4a por
Inmunohistoquimica.

a. Preparacion de Buffer de lavado PBS: 10 ml de Buffer + 90 ml de agua
destilada pasar para frasco lavador y agitar suavemente por 15 minutos y
guardar en la nevera.

b. Bateria de Coloracion: Aclaramiento: Se utilizan dos recipientes con xilol a la
misma concentracion durante 5 minutos.

c. Deshidratacion: Se utilizan tres recipientes con alcohol durante tres minutos
cada uno sin agitar, estos alcoholes son alcoholes de concentraciones
decrecientes (96%, 80%, 70%). Lavar con agua destilada y con solucion pre
recuperadora por 30 segundos. Pasar al Coplin con el recuperador antigénico
“Target Retriveral Solution” suficiente para que cubra los tejidos.

c. Olla Recuperadora Antigénica de Pascal: Se llena con agua corriente hasta
que cubra 1/3 del coplin, se tapa y se lleva a una temperatura de 125°C y una
presion de 20 — 22 Psi, cuando se alcanza esta temperatura se detiene y se
espera que descienda a 90°C, podemos agilizar el proceso sacando la olla
interna y se espera que se enfrie un poco el coplin.

d. Camara Humeda: Panera con papel absorbente humedecido en el fondo.
Sacar de la solucidén recuperadora y pasar rapidamente al coplin con agua
destilada. Enseguida se limpia el exceso de agua destilada y se agrega directo
al tejido una gota de peroxido de hidrégeno al 3% para que bloqueen las
peroxidasas y se introducen en la camara humeda por 10 minutos. Se sacan de
la cdmara humeda y se lavan con la solucion de buffer de lavado PBS teniendo
cuidado de no arrastrar el tejido y se pasan al coplin con solucién buffer se
sacan y se eliminan los excesos de buffer y se agrega el anticuerpo primario
por 30 minutos y nuevamente se meten en la camara humeda. Se lava con

Buffer PBS para retirar el exceso de anticuerpo y se ponen en el coplin. Se



aplica una gota de anticuerpo secundario o ligador biotinilado, se retira el buffer
de la muestra y se colocan en la camara humeda por 30 minutos. Se lava
nuevamente con buffer y se pasa al coplin y se retira el exceso de buffer. Se
aplica una gota de anticuerpo terciario “Streptavidina” sobre el tejido y sigue en
camara humeda por 30 minutos, se lava con buffer para retirar el exceso de
buffer.

e. Preparacion de Cromdégeno: 1 ml de Buffer sustrato mas una gota de
diaminobencidina y se aplica con un gotero sobre el tejido y se deja por 5
minutos. El sobrante y lo que escurre por las placas se inactiva con hipoclorito.
Se pasan las laminas al coplin con agua destilada, se lavan y se contrasta con

hematoxilina.



RESULTADOS Y DISCUSION.

De las pacientes que asisten a la consulta externa de colposcopia en la
Maternidad Rafael Calvo se les realizdé analisis colposcopico, histologico e

inmunohistoquimico. 65 mujeres fueron aptas para ser incluidas en el estudio,

cuya edad promedio corresponde X= 40.15, el 70.77% corresponden al
rango de edad de 16-40 afios ( edad sexualmente activa), 16,92% para edades
de 41-60 afios y 12,30% para un rango de edad de mayores de 61afios.
(Grafica1). Este dato fue tenido en cuenta en el estudio por la presencia de
LIEs y DNA de Papillomavirus, asociado a la edad de las pacientes que
guardan relaciones significativas con la alta prevalencia de infeccion por VPH
en edades mayores, con frecuencias menores en las jovenes, este
comportamiento podria explicarse por el tiempo necesario para desarrollar
neoplasia cervical, una vez se ha infectado con el VPH y la reactivacion de una
infeccion latente con VPH o que la posibilidad de identificacion de VPH haya
aumentado en la medida que los cambios atréficos posmenopausicos ocurren
en el tejido del cuello uterino. (Sierra et al., 2006; Ferreccio et al., 2005; Mufioz
et al., 2004; San Jose et al.,2003; Herrero et al., 2000; Melkert et al., 1993).

El 95% de las mujeres pertenecen a un nivel socioeconémico bajo, cerca del
18% de ellas manifiestan ser farmacodependientes; solo el 7.7% manifiesta ser
fumadora mientras que el 67.7% ha tenido mas de un parto, este ultimo dato
es similar a lo descrito por Sierra (2006) y Castellsague (2003) donde la
multiparidad ha sido asociada con un mayor riesgo de neoplasia cervical. La
gran mayoria de las pacientes no utilizaban métodos de planificacion; al igual
que el procedimiento de ligadura de trompas (salpingectomia) con un 40%
cada una, mientras que los anticonceptivos orales son utilizados por un 7.7%
de las pacientes; asi como el 6.2% de ellas planifica por medio de
anticonceptivos inyectables. Este comportamiento podria explicarse por el alto
porcentaje de las pacientes con un nivel socioecondmico bajo, sumado a

niveles educativos inferiores, por lo tanto ignoran el uso de anticonceptivos.



70,77

16-40 anos

l 41-60 aios

B > 61 aiios

16-40 41-60 >61

Grafica 1. Rango de edad de mujeres que asisten a la Maternidad Rafael
Calvo de Cartagena de Indias en el periodo comprendido entre marzo
2007 y marzo 2008

En cuanto a la conducta sexual, el 56.9% de las pacientes solo han tenido un
solo comparfero sexual, mientras que un 33.9% de las pacientes han tenido
varios companeros sexuales y solo el 7.7% afirma que sus relaciones sexuales

también son del tipo oralgenitales (tabla 1).

Debido a que este estudio esta en su etapa preliminar, la tabulacién de los
factores de riesgo contra la infeccion de VPH y otros agentes no ha concluido.

No se podrian realizar asociaciones significativas.

De acuerdo a los analisis microbiolégicos de las pacientes incluidas 19.23%
presentaron asociacion entre lesiones premalignas o maligna y vaginosis
bacteriana, destacandose Gardnerella vaginalis con un 21,5% y Lactobacillus
sp. 63.1%. G vaginalis, es un patégeno asociado a neoplasia intraepiterial
cervical asi como causante de un alto porcentajes de inflamacién pélvica entre
otros (Wiese et al., 2000). (Tabla 2).



Nivel socioeconémico n %

% Bajo 62 95,4
% Medio 2 3,1
% Alto 1 1,5
Farmacodependencia n %
“ No 53 81,5
% Si 12 18,5
Tabaquismo n %
“ No 60 92,3
s Si 5 7,7
Multiparidad n %
% Solo un parto 10 15,4
+» Mas de un parto 44 67,7
% No Contesta 11 16,9
Método de planificacion n %
¢ Ninguno 26 40,0
+ Anticonceptivos inyectables 4 6,2
¢ Anticonceptivos orales 5 7,7
% Ritmo 3 4,6
< DIU 1 1,5
< Salpin 26 40,0
Promiscuidad n %
+ Solo un companiero sexual 37 56,9
+ Mas de un companiero sexual 24 33,9
% No Contesta 4 6,2
Tipo de relacion sexual n %
« Genital —-Genital 60 92,3
s Oral —Genital 5 7,7

Tabla 1. Caracteristicas de las mujeres de las mujeres que asisten a la Consulta
externa de colposcopia de la Maternidad Rafael Calvo Cartagena de indias, en el
periodo comprendido entre marzo 2007 y marzo 2008.

Asi mismo en el 86.2% de mujeres que presentaron citologia anormal fueron
vistos Candida sp y Mobiluncus.sp y la presencia de Lactobacillus sp. estuvo

asociada a citologias negativas.



Es importante revisar que Gardnerella vaginalis al igual que Bacteroides sp,
Mobiluncus sp, y Mycoplasma hominis hacen parte de la flora
predominantemente anaerdbica de la vagina, a diferencia de los Lactobacillus
sp. Que son aerodbicos(Fitzhugh and Heller, 2008). Bajo circunstancias
normales, los lactobacilos producen un medio acido en la vagina por la
produccion del peroxido de hidrogeno, que transforma el glicogeno al acido
lactico. Este acido lactico suprime el crecimiento de otros organismos
especialmente patégenos. Sin embargo, si el equilibrio se inclina lejos de los
lactobacilos, son substituidos por los anaerobios (Fitzhugh and Heller, 2008;
Tokyol et al.,2004;Vardar et al.,2002).

Estudios anteriores de la flora vaginal en mujeres sanas han demostrado
porcentajes del 25% para Gardnerella vaginalis, y 10 - 15% para Candida sp.
Es posible que la presencia de vaginosis bacteriana pueda aumentar la
predisposicién a la infeccion por VPH?. Podria decirse, que estaria muy ligado
a los factores riesgo de infeccion por VPH, aunque son bien conocidos,
terminan alterando la flora vaginal, y de esta manera jugar un papel en la
predisposiciéon a esta infeccion. Por otra parte, no hay datos en la literatura que
indiquen que la infeccion por VPH podria favorecer el crecimiento de
Gardnerella vaginalis. La literatura nos muestra que la vaginosis bacteriana
esta relacionada con VPH desarrollandose displacia cervical, este problema en
las pacientes con Vaginosis bacteriana es dos veces mayor que el riesgo
normal; debido a una concentracion anormal de nitrosamidas, estas son
potentes carcinogenos humanos relacionados con grandes cantidades de

muchas especies de bacterias anaerobias. (Rodriguez et al., 1996).

A su vez, 6 (9.2%), presentaron Candida sp, considerado el patdgeno mas
comun asociado a infecciones vaginales y mayor visto en las citologias
cervicovaginales. Candida sp. Se ha encontrado en aproximadamente el 25%

de los pacientes con infeccion por VPH. (Voog et al 1995).

Segun Voog, planted la posibilidad de que la co-infeccion por Candida VPH

puede activarse y estar en una fase de latencia. Estudios de la flora vaginal en



mujeres sanas han demostrado porcentajes del 25% para Gardnerella
vaginalis, y 10 a 15% para Candida sp. Esto nos llevé a la pregunta que si las
mujeres que poseen Gardnerella vaginalis en la flora vaginal podrian tener una
mayor predisposicion a la infeccién por VPH. Esto se debe a los factores de
riesgo de infeccion por VPH que ya son bien conocidos forman alteraciones en
la flora vaginal, lo cual podrian tener un papel en la predisposicion a esta
infeccidn. Por otra parte, no hay datos en la literatura que indica que la
infeccion por VPH podria favorecer el crecimiento de Gardnerella vaginalis en
la flora vaginal. Sugiri6 que la vaginosis bacteriana de alguna forma esta
relacionada con el desarrollo de la CIN, es decir, como un cofactor para el
VPH. (Caballero et al 2000).

Un dato importante fue la asociacion de Gardnerella vaginalis — Candida y
Gardnerella vaginalis - Tricomonas (Tabla 2). Sean estas de transmision sexual
0 no, pueden tener importancia en la proliferacién de células asociadas a VPH.
Probablemente esto se produce a través de un aumento de la humedad en el

ambiente vaginal.

Frotis fresco n %

% Gardnerella vaginalis 14 21,5
% Candida 6 9,2
s Candida + Gardnerella 2 3,07
% Tricomonas. + Gardnerella v. 1 1,5
s Mobiluncus 1 1,5
s Lactobacillus sp. 41 63,1

Total 65 100,0

Tabla 2. Resultados del frotis vaginal de las mujeres que asisten a la Consulta
externa de colposcopia de la Maternidad Rafael Calvo Cartagena de indias, en el
periodo comprendido entre marzo 2007 y marzo 2008.

Los resultados de las pacientes con relacion a la presencia del virus del
papiloma humano (VPH) fue negativo en un 92.3%, indicando que esta
poblacién no tenia ningun riesgo frente a este virus; mientras que la proporcién
de casos positivos frente al VPH fue de 7.7%. El porcentaje de la lectura de los

frotis vaginales donde se encontraron G. vaginalis fue de 23.7%, no hubo



presencia de VPH. En la flora normal lactobacilar en la gran mayoria no hubo
presencia de VPH y su porcentaje es de 56.92, mientras que si lo hubo en un
6.15% de la flora normal y en candida sp 1.53% (Tabla 3).

presencia del virus del

. papiloma humano Total
frotis fresco Negativo Positivo
n (%) n (%)
% Gardnerella 15 (23.07) 0 (0) 15
% Candida 5(7.69) 1(1.53) 6
+ Candida + 2 (3.07) 0 2
gardnerella
+« Mobiluncus 1(1.53) 0 1
+ Flora nativa 37 (56.92) 4 (6.15) 41
Total 60 (92,3) 5(7,7) 65

Tabla 3. Comparaciéon de Resultados del frotis vaginal y la prueba del virus de papiloma
humano de las mujeres con citologia anormal que asisten a la Maternidad Rafael Calvo
de Cartagena de indias.

De las 65 mujeres en estudio bajo el diagnostico de colposcopia; 39 pacientes
mostraron el 60% resultando con lesiones 33 pacientes con LIEBG (50.8%) 5
pacientes con LIEAG (7.7%) y un paciente con cancer (1.5%) y el resto de las
26 pacientes se distribuy6é en normales o presentaron lesiones no tumorales en
un 40%: 14 pacientes con cervicitis (21.5%), 5 pacientes con metaplasia
escamosa (7.7%), 7 pacientes normales (10.8%). Asi mismo considerando la
biopsia (563/65) como prueba patrén, 40 pacientes mostraron un porcentaje del
76.9 (LIEBG), 12 pacientes con LIEBG (23.6%) y un paciente con cancer
(1.5%). Por ultimo el diagnostico de la citologia: 56 pacientes resultaron
positivos con un porcentaje del 86.2; resultando 14 pacientes con Gardnerella
Vaginalis (21.5%), 6 pacientes con Candida Sp (9.23%), Una Paciente con
Mobiluncus (1.5%), 34 pacientes con flora lactobacilar (52.3%) y una paciente
con asociacion de microoganismos Candida Sp — G. Vaginalis (1.5%), mientras
que 9 pacientes fueron negativos con un (13.8%) mostrando 7 pacientes con
flora normal (10.76%) y una paciente con G. Vaginalis y otra paciente con

asociacion de G. Vaginalis - Candida Sp, ambas con 1.5% (Tabla 4).



Frotis

fresco

Gardnerella

Candida

Candida +

gardnerella

Mobiluncus

Flora nativa

Resultado de
citologia

Resultado de la colposcopia

Resultado de la biopsia

Negativo  Positivo

LIE de
bajo
grado

n (%)

8
(12.3)
5
(7.69)
1
(1.53)
1
(1.53)
18

(27.69)

Metaplasia Cancer

Lesién
intraepitelial
escamosa
de bajo

grado
n (%)
12

(18.46)

5
(7.69)
1
(1.53)
1
(1.53)
21
(32.3)

Lesion
intraepitelial
escamosa de

alto grado

n (%)

2
(3.07)
1
(1.53)
1
(1.53)
0
(0,0
8
(12.3)

Total

n n
(%) (%)

1 14
(1.53) (21.53)
0 6
(0,0) (9.23)
1 1
(1.53) (1.53)
0 1
(0,0) (1.53)
7 34
(10.76)  (52.30)
9 56
(13,8) (86,2)

33
(50,8)

40
(76,9)

12
(23,3).

Tabla 4. Comparacion de resultados de frotis vaginal vs. Citologia, Colposcopia, Biopsia



La flora vaginal, en las mujeres adultas (edad reproductiva) esta conformada en
su mayoria por bacterias gram positivas, como es el caso de los lactobacilos y
los Corynebacterium sp, estas son reemplazados por un grupo de bacterias
aerobicas o anaerobicas, como las gardnerellas y los mobiluncus, las
trichomonas y las candidas sp, que en diversas circunstancias provocan un mal
olor vaginal y puede decirse que de alguna u otra manera hay una relacion con
VPH, generando primero una vaginosis bacteriana donde los /actobacilos
aparecen en la pubertad y declinan al disminuir la actividad hormonal, en la
vaginosis bacteriana no ocurre un proceso inflamatorio verdadero debido a que
no hay migracion de glébulos blancos, enrojecimiento o hinchazon de la vagina;
Por consiguiente el término vaginitis fue considerado incorrecto y se propuso
vaginosis y la enfermedad se nombré correctamente: vaginosis bacteriana.
(Westrom L., Evaldson G., 1998)

Tras la realizacién de la tincion de gram, las muestras fueron evaluadas en el
microscopio con objetivo de 100x, y observando cinco campos visuales
consecutivos; para el diagnostico se emplearon los criterios de Nugent, que se
basan en la obtencion de una puntuacién en funcion de la proporcién relativa
de diferentes morfotipos bacterianos en los frotis vaginales:

1. Flora Nativa, bacilos largos gram positivos (Lactobacilos)

2. Cocobacilos gram negativos o gram variables (Gardnerellas)

3. Hongos (Candidas Sp)

4. Asociacion polimicrobiana (Candidas Sp + Gardnerellas)

5. Bacilos gram negativos o gran variables curvos (Mobiluncus)
Se valorizaron los cinco morfotipos citados. La cuantificacion de cada morfotipo
se determino siguiendo el protocolo explicado a continuacion:
0+: <1 microorganismos por campo
1+: 2-5 microorganismos por campo
2+: 6-10 microorganismos por campo
3+: 11-15 microorganismos por campo

4+: =2 16 microorganismos por campo
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Siguiendo este método, la puntuacién se realizo como se explica en la (tabla 5).

Las puntuaciones de cada morfotipo se sumaron para dar un valor final que es

el que se empled para el diagndstico. Las muestras del 0 a 3 se calificaron

como frotis normal, de 4 a 6 como frotis intermedio y del 7 al 10 como vaginsis

bacteriana. Por lo tanto una puntuacion de cero corresponde a una flora

mayoritariamente constituida por /actobacilos, y una puntuacién de diez a una

flora caracterizada por el reemplazo de lactobacilos por Gardnerellas vaginalis,

candida sp y mobiluncus.

MORFOTIPOS

n Total

Puntos

4+ Gardnerellas
3 + Gardnerellas
2 + Gardnerellas
1 + Gardnerellas
0 + Gardnerellas
4+ Candidas
3 + Candidas
2 + Candidas
1 + Candidas
0 + Candidas
4+ Candidas + Gardnerellas
3 + Candidas + Gardnerellas
2 + Candidas + Gardnerellas
1 + Candidas + Gardnerellas
0 + Candidas + Gardnerellas
2 - 3 + Mobiluncus
0 — 1 + Mobiluncus
4+ Flora nativa
3 + Flora nativa
2 + Flora nativa
1 + Flora nativa

0 + Flora nativa

0
10

0 O O ~ O O N OO O &~ N O oo o o wm

R . N
© o o

4

A WO N =~ O =~ N O =~ N W O =~ N OO PP O -~ DN L

Tabla 5: Puntuacion de la tincion de GRAM para el diagnostico de VB

34




Criterios de Nugent: 0+: <1 microorg x ¢c; 1 +:2-5Microrgxc; 2+: 6-10 microorg X c;

3 +: 11-15 microorg x c; 4+: 2 16 microorg x c.

Segun Amsel y sus colaboradores en el aio de 1983, el aspecto del flujo debe
ser blanco homogéneo, pH vaginal > 4,5; presencia de células guias (10 — 20%
de las células epiteliales vaginales), test amino positivo y se dice que hay unos
factores que influyen en la disminucién de la flora vaginal normal, tal es el caso
de la actividad sexual, semen, la contaminacién de la flora rectal, el uso de DIU
y antibiéticos que hacen disminuir la produccién de acido lactico y que aumente
el pH, de esta forma se produce un desequilibrio en la flora vaginal normal (Hay
P. et al 1992).

Se puede entender como vaginosis bacteriana el cambio en el ecosistema
vaginal en el que su flora normal esta ausente o ampliamente reducida y
reemplazada por otra flora predominante de bacterias anaerdbicas, fungicas y
parasitarias (Platz et al 1993). Segun Kinghorn en 1998 el diagnostico de otras
infecciones genitales que atacan en un 32% a los hombres y el 61% a las
mujeres presentan lesiones condilomatosas, el 29% de estos hombres y el 28%
de estas mujeres presentan al mismo tiempo enfermedades de transmision
sexual. Se han detectado infecciones por VPH mediante PCR en un 30,5% de
las pacientes a causa de los sintomas, o para el tratamiento de algunas
enfermedades de transmisiéon sexual, la infeccion por Candida sp se ha
encontrado en aproximadamente el 25% de las pacientes con infeccion por
VPH (Strand et al 1993) (Voog et al 1995).

La vaginosis bacteriana (VB) es una de las infecciones vaginales mas comunes
en las mujeres en edad sexualmente activas. En nuestro estudio se utilizaron
cuatro criterios clinicos de Amsel para el diagnostico de VB. La presencia de
células guia y la prueba de aminas con KOH al 20%, son los mejores
indicadores de VB. Se diagnostico VB a las pacientes quienes presentaron
células guia en un numero mayor de 11 microorganismos por campo 0 COmo
minimo en el rango de 2-5 microorganismos por campo, la prueba de aminas
positiva de las pacientes se caracterizaba por tener un olor a pescado fetido,

pH mayor de 4.5 y secrecidon vaginal adherente (amarillento grisaceo). En este

35



estudio el 23.06% de las pacientes con VB tuvieron presencia de células guia,

el 26.15% tuvieron prueba de aminas positiva.

De las 65 pacientes (muestra total) hubieron 7 casos (10.76%) con VB y 27
pacientes (41.53%) sin VB quienes presentaron secrecidon vaginal tranparente
homogénea, junto a 8 pacientes (12.30%) con infeccion vaginal que mostraban
una secrecion vaginal adherente y 7 pacientes (10.76%) que no mostraban
infeccidn bacteriana, siendo estos dos tipos de secrecion las mas frecuentes
encontradas en ambos grupos. Una concentracion de células guia de 2-5
microorganismos por campo estuvo presente en 8 pacientes (12.3%) con VB y
en 5 pacientes (7.69%) sin VB. En cuanto al pH el rango de VB fue de 5-7 en
20 pacientes (30.76%) y las que no tenian infeccion microbiana fueron 23
pacientes (35.38%), la prueba de aminas fue positiva en 17 pacientes (26.15%)

y en 48 pacientes sin historia de VB, correspondiente (73.84%) (Tabla 6).
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SECRECION VAGINAL

VAGINOSIS BACTERIANA

n total = 65
Positivo Negativo

n (%) n (%)
¢ Tipo de secrecion
v Transparente homogénea (normal) 7 (10,76) 27 (41, 53)
v' Viscosa (flocular) 0 (0) 7 (10,76)
v' Grumosa (leche cuajada) 2 (3,07) 4 (6,7)
v' Espumosa 2 (3,07) 1(1,53)
Adherente (amarillenta — grisacea) 8 (12,30) 7 (10,76)
e Concentracion celular guias
v" <1 microorg x campo 0 (0) 43 (66,15)
v' 2 — 5 microorg x campo 8 (12,30) 5 (7,69)
v" 6 — 10 microorg x campo 5 (7,69) 2 (3,07)
v" 11-15 microorg x campo 2 (3,07) 0 (0)
v/ 216 microorg x campo 0 (0) 0 (0)
e pH
v 2-4 0 (0) 20 (30, 76)
v 5-7 20 (30,76) 23 (35,38)
v 8-10 0 (0) 2 (3,07)
¢ Prueba de aminas 17 (26,15) 48 (73,84)

Tabla 6: Caracteristicas de la secrecion vaginal, segun criterios de Amsel.

La prueba inmunohistoquimica para la busqueda del marcador de progresion

p16INK4a y el analisis molecular para investigar la presencia del VPH, un

aporte preliminar fue la positividad del marcador p16INK4a en un 62.5% de las

pacientes analizadas. Al igual que presencia del virus del papiloma humano

con un total de 5 casos positivos hasta la fecha. De estos apartes no se

mostraran resultados finales y discusidn puesto que son datos que pertenecen

a la Tesis de Maestria en Microbiologia de la Universidad de Cartagena del

Doctor Alvaro Alvarez Coneo, y todavia no han sido presentados a la Maestria

de Microbiologia, su caracter es privado, y constituyen propiedad intelectual del
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investigador principal y su tesista, de la investigacién del proyecto Marco donde

se encuentra enmarcada la pasantia.

Para finalizar, el objetivo primordial de la pasantia era establecer la relacion
existente entre la presencia de lesiones intraepiteliales de bajo grado y las
infecciones vaginales, mas o menos el 19.23% de las pacientes, hubo

asociacion entre lesiones premalignas o maligna y vaginosis bacteriana.

Es importante resaltar la presencia de infecciones vaginales ocasionadas por
Gardnerella vaginalis, y destacar que este microorganismo juega un papel
importante en la etiologia de la aparicién de lesiones malignas y premalignas

diagnosticadas por biopsia en mujeres de Cartagena de Indias
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CONCLUSIONES.

La vaginosis bacteriana no es un sindrome nuevo, pero si una enfermedad ya
reconocida. Es el tipo de infeccién vaginal mas comun en todo el mundo entre
las mujeres en edad reproductiva y representa cuando menos 1/3 de todas las

infecciones vulvovaginales.

La vaginosis bacteriana no es provocada por un patégeno unico sino que es
un sindrome clinico polimicrobiano que se distingue por una secrecion vaginal
anormal y una alteracion de la ecologia microbiana normal de la vagina con
desplazamiento de la flora lactdbacilar. Aun cuando no se entiende por
completo la patogénesis y la transmision de VB, es posible en la actualidad
hacer un diagnostico exacto en base a la presencia de cuando menos 3 de los
4 criterios clinicos propuestos por Amsel y col. descarga homogénea; pH
superior a 4.5; prueba de "olor aminado" positiva y presencia de células

indicadoras (guias).

Los datos presentados en esta investigacion muestran que existe una
asociacion la presencia de lesiones intraepiteliales de bajo grado y las
infecciones vaginales, existiendo una clara asociacién entre lesiones

premalignas o malignas y vaginosis bacteriana.

Para una mejor comprension de la fisiologia vaginal y la posible relacion directa
o indirecta entre agentes virales vy Gardnerella vaginalis y otros
microorganismos puede dar lugar a grandes avances en la comprension de la

fisiopatologia de esta infeccion viral.

En cuanto a los factores de riesgos evaluados y su relacion con la vaginosis
bacteriana y la presencia viral es importante destacar en este estudio la
multiparidad, aun cuando habria que esperar los resultados totales de la
investigacion para analizar un numero mas representativos de la poblacion de

estudio.
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La sobreexpresion de la p16 ha demostrado ser de gran utilidad en la distinciéon
entre procesos reactivos, displasicos y carcinomas in situ. Habra que esperar
los resultados finales para inferir en la conclusion precisa de la utilidad de

marcador.

El diagndstico de las lesiones neoplasicas del cérvix debe basarse en el
estudio minucioso de los analisis microbiologicos, citoldgicos, histolégicos y

moleculares.

El cancer cervical es la mayor causa de mortalidad en mujeres en todo el
mundo. Estas infecciones de tipo oncogénico como los papilomavirus humanos
(VPH) se asocian altamente con el desarrollo de cancer cervical invasivo y
precursora de lesiones, Aunque las infecciones por VPH son ampliamente
prevalentes, unicamente unas pocas infecciones en mujeres pueden

desarrollarse y llegar a cancer cervical.
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CAPITULO 2. REVISION SISTEMATICA DE LA LITERATURA ACERCA DEL
VIRUS PAPILOMA HUMANUO.
Cristian Garrido & Luis Villegas.
RESUMEN
En los ultimos afios se ha estudiado la asociacién entre algunos tipos de
papilomavirus humano (VPH) y ciertas lesiones de cuello uterino,
especificamente el cancer de cérvix o sus precursores. Hasta el momento se
han descrito mas de 100 tipos diferentes de VPH, de los cuales
aproximadamente 85 han sido aislados de la mucosa anogenital.

Los tipos anogenitales de PVH, virus de transmision sexual, se han dividido en
dos clases mediante estudios epidemioldgicos dependiendo de su asociaciéon
con el cancer de cuello de utero:

* Tipos de bajo riesgo oncogénico: incluyen los tipos 6, 11, 40, 42, 43,44, 54,
61,70,72,81y 89.

 Tipos de alto riesgo oncogénico: incluyen los tipos 16, 18, 31, 33,35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82. Segun el estudio citado, los tipos 26, 53 y 66

estan considerados como probablemente de alto riesgo.

Aunque la infeccion por un VPH de alto riesgo oncogénico es la principal causa
de desarrollo de cancer en el cuello uterino, la mayoria de las mujeres
infectadas con este tipo de virus no desarrollan ni lesiones de alto grado, ni
cancer de cuello de cérvix; debido a que gracias a la citologia y a la
colposcopia se han detectado a tiempo y se han logrado extirpar estas lesiones
premalignas, por procedimientos quirurgicos (cauterizacion, histerectomia,

legrado, etc.)

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se esta empleando para la
deteccion de agentes infecciosos, esta permiten identificar un nUmero pequefio

de microorganismos con una altisima especificidad.

Para el diagnostico de neoplasias intraepitelial cervical (NIC) han llevado a

investigar marcadores objetivos para la identificacion de células displasicas. La
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p16INK4a es un producto del gen p16, que ha demostrado ser util en distinguir
células neoplasicas mediante Inmunohistoquimica, y el grado de la lesion
neoplasica.

Palabras claves: VPH, PCR, NIC, citologia, Colposcopia, p16INK4a.

VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO:

Los papilomavirus constituyen un género dentro de la familia papoviridae. Son
virus pequenos de 55 nm de diametro con una estructura icosaédrica y una
capside compuesta por 72 capsomeros que encierran un genoma de ADN
circular de doble cadena con una longitud aproximada de 8.000 pares de
bases. Se trata de virus que inducen la formacion de verrugas en una amplia
serie de vertebrados incluyendo el ser humano. En la mayor parte de casos se
trata de infecciones asintomaticas aunque en los Ultimos afos se ha
demostrado su capacidad oncogénica. El ciclo replicativo del papilomavirus se
produce de forma coordinada con la diferenciacion y division celular del epitelio
escamoso. El inicio de la infeccidn se produce en las células basales del
epitelio escamoso a través de microerosiones que exponen dicha capa al virus.
La produccion de viriones maduros, sin embargo, no se produce hasta la capa
exterior del epitelio estando ligada la multiplicacién viral al patron normal de

queratinizacién y diferenciacién celular.

FACTORES DE RIESGO PARA LA INFECCION.
El riesgo de contraer un VPH genital esta influenciado por la actividad sexual,
por lo que el Cancer de Cuello uterino sigue un patrén tipico de enfermedades

transmitidas sexualmente.

* Promiscuidad Hay una fuerte asociacion entre el numero de parejas que han
tenido tanto la mujer como su companiero a lo largo de su vida y la adquisicion
del VPH. (Burk, Ho, Beardsley 1996)

* Actividad sexual a temprana edad.

* Tener historial de otras enfermedades transmitidas sexualmente.

* Verrugas genitales, test de papanicolaou con resultados anormales.
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» Pareja sexual con cancer de cérvix o de pene.

* Edad. La infeccion es mas comun en mujeres jovenes sexualmente activas,
de 18 a 30 afos de edad, después de los 30 anos decrece la prevalencia.

El Cancer de Cuello es mas comun después de los 35 afios, lo que sugiere
infeccion a temprana edad y progresién lenta a cancer (Berkova, Daxnerova,
2000).

» Persistencia viral. Comun entre los tipos virales de alto riesgo y factor
determinante en el desarrollo a cancer. La persistencia puede inducir cambios
genéticos secundarios dado que las proteinas virales interfieren con los puntos
de control del ciclo celular e inducen inmortalizacién de los queratinocitos.

» Uso prolongado de anticonceptivos orales. La region larga de control, LCR por
las siglas en inglés, en el genoma viral, contiene elementos de respuesta a
glucocorticoides, inducibles por hormonas como la progesterona (componente
activo de los anticonceptivos orales) y la dexametasona. Estudios han
reportado el uso de anticonceptivos orales y la alta positividad al DNA viral.

» Coinfeccion con otros virus, como el del herpes simple (HSV) tipo 2,
citomegalovirus (CMV), herpesvirus humano tipos 6 y 7(HHV-6), detectados
todos en el cérvix.

 Carga viral. Correlaciona directamente con la severidad de la enfermedad. El
VPH 16 puede alcanzar una carga viral mas alta que otros tipos virales.

* Predisposicién genética. Representa el 27% del efecto de los factores
subyacentes para el desarrollo del tumor. La herencia afecta la susceptibilidad
a la infeccion por VPH, la capacidad para resolverla y el tiempo de desarrollo
de la enfermedad (Magnusson, Lichtenstein, Gyllenstein, 2000).

* Variantes virales intratipo.

* Vaginosis Bacteriana.
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ESTRUCTURA DEL VIRUS

La capside del virion consta de dos proteinas, una mayor con un peso
molecular de 55 Kd que constituye el 80% del virus y una proteina menor de 70
Kd. El genoma de todos los VPH consiste en una cadena circular doble de ADN
de 8.000 pares de bases. La transcripcion del ADN se efectua en una sola
direccion siguiendo el sentido de las agujas del reloj. Los genes residen
exclusivamente en una de las dos cadenas del ADN y se constituyen en ORF
(open reading frames) o secuencias de lectura abierta. Funcionalmente estan
organizados en 3 regiones:

Genes tempranos (E): E1-E8 que codifican proteinas que funcionan como
genes replicadores y reguladores y que se transcriben al inicio del ciclo vital del
virus.

Genes tardios (L): son L1y L2 que codifican las proteinas de la capside y que
se expresan al final del ciclo vital del virus.

Genes reguladores (LCR): es la region larga de control que se encuentra
entre las dos regiones descritas y contiene muchos de los elementos de control
de la transcripcion y regulacién, es una region no codificante.

Los papilomavirus pueden afectar especialmente a los vertebrados superiores y
poseen un alto grado de especificidad de especie para el huésped. (Xercavins,
A. Gil, C. Centeno, 2002)
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Fig 1: Organizacion del Genoma del PVH y los ORFs (E1 -E8,L1-L2)yla

Regién Larga de Control (LCR)
Tomado de The Health professional HPV HANDBOOK: Human Papillomavirus and
cervical cancer: 2004. The European Consortium for cervical Cancer education. Taylor &

Francis Group

Los papilomavirus humanos, al igual que otros virus, aprovechan la maquinaria
celular para replicarse; son epiteliotréficos y una vez alcanzan las células
basales pueden permanecer en forma episomal, en estado latente, o bien
abandonar esa latencia y aprovechar la diferenciacién celular propia del epitelio
cervical. De este modo, paralelamente a la maduracién del epitelio cervical, los
VPHs expresan sus genes de forma secuencial; en primer lugar los genes
tempranos (E1-E8), en las capas basales y posteriormente, en capas
superficiales del epitelio mas diferenciado, expresan sus proteinas tardias (L1 'y
L2) que forman la capside y permiten el ensamblaje de nuevas particulas
virales que repetiran el ciclo. En determinadas circunstancias fisiolégicas de
“permisividad inmunolégica” y tras un periodo de persistencia de la infeccion,
generalmente largo, las particulas de ADN viral que se encuentran en forma
episomal, sufren un proceso de integracién dentro del genoma celular y con
ello una serie de acontecimientos que conducen a un proceso de bloqueo de
proteinas con funciones importantes en el ciclo celular (p53 y Rb) (Alba et al.,
2002).
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Tabla 6: Tamaiio y funcion de proteinas de Papilomavirus

Proteina Viral Elemento

Genomico

Peso Molecular

Funcion

Elementos No Codificados

Larga Region Control 500 — 1000 pb Origen de Replicacion y
regulacion de (LCR) la expresién de los genes del
PVH.

Proteinas Tempranas

E1 8 — 85 kDa Funcion Helicasa esencial
para la replicacién viral y
control de la los genes de
Transcripcion.

E2 48 kDa Factor de Transcripcion viral
esencial para la Rep viral y
control de los genes de
transcripcion; segregacion
del genoma y encapcidacion

E3 Desconocida No conocida; presente

unicamente en pocos PVH.

E1-E4 10 — 44 kDa Une a las proteinas del
del citoesqueleto.

E5 14 kDa Interacciona con receptores
EGF/PDGF.

E6 16 — 18 kDa Degrada la p53 y activa la
Telomerasa.

E7 ~ 10 kDa Proteina Transformadora se
une e inactiva pRB.

E8 - E2 20 kDa Proteina represora de la

Replicacion.
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Proteinas Tardias

L1 57 kDa Proteina de capside
Principal

L2 43 — 53 kDa Proteina de capside
Secundaria.

Tomado: The Aetiology of Cervical Cancer, NHSCSP Publication No 22 2005. Barcelona,

Espana.

REPLICACION VIRAL ONCOGENESIS.

Una vez se ha producido la infeccién a nivel de la capa profunda del epitelio, el
HPV se establece en forma de episomas ADN no integrado con algunas
decenas de copias de genoma viral por célula que se replicaran
coordinadamente con las células basales. En las lesiones cutaneas benignas el
virus esta presente en forma de plasmido en situacion extracromosomica en el
nucleo de las células y se replica por separado por via extracromosomica
(Beutner, 2002). A medida que las células emigran hacia los estratos
superficiales y se diferencian, cesa la replicacion pero el genoma viral en
algunos tipos de infecciéon por VPH, se amplifica en las células escamosas
superficiales hasta llegar a varios miles de copias por célula. En ese momento
se pueden activar los genes tardios (L1, L2) y se produce la proteina de la
capside, con lo que aparecen viriones completos. Las células superficiales en
las que se acumulan numerosos viriones completos muestran caracteristicas
peculiares recibiendo el nombre de coilocitos. Las lesiones cervicales de bajo
grado (CIN 1 o SIL de bajo grado) son el ejemplo de esta infeccidon denominada
infeccion productiva, produciéndose viriones completos. El patrén de
diferenciaciéon es similar al patron de diferenciacion del epitelio normal
observando coilocitos en las capas superficiales pudiendo detectar antigenos
de la capside. (Xercavins, A. Gil, C. Centeno, 2002)

En las lesiones preinvasoras (SIL de alto grado, CIN lll-carcinoma in situ) y en
el carcinoma cervical, el ADN viral se encuentra integrado en el cromosoma de
la célula hospedadora. Para ello es necesario que se rompa el genoma virico

que se fragmenta en la region E1-E2. El epitelio afectado esta constituido por
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células inmaduras de tipo basal y la ausencia de maduracién reduce la
replicacion del virus, por lo que solamente hallamos algunas copias del mismo,
no se produce en este caso la activacion de los genes L1 y L2 y no se
producen capsides ni viriones completos. Como consecuencia de la rotura
desaparece la funcién de E1-E2 que regula a E6 y E7 con la consiguiente
transformaciéon celular, ya que dichos genes codifican proteinas con funcion
estimulante del crecimiento celular y serian los responsables de la
carcinogenicidad del virus. EI gen E6 se liga a p53 que es una proteina
supresora de tumores, determinando la transformacion maligna y la
desaparicion del crecimiento celular regulado. (Beutner, 2002). La proteina E7
induce desestabilizacion del complejo proteico del retinoblastoma y asi permite
a la célula evadir el control del ciclo mediado por pRb (Munger K, Basile JR,
Duensing S, et al; 2001) y finalmente ambos genes inducen un desorden
sustancial de las funciones mitéticas, interfiiendo la sintesis y su
funcionamiento, generando un degradacion de los cromosomas durante la
mitosis y generando aberraciones tanto estructurales como numeéricas.
(Duesing S, Munger K. 2004).

La region Grande de control (LCR) es un segmento gendémico, que no
contiene marco de lectura alguno y que si tiene numerosos elementos de
respuesta segun el tipo viral, extendiéndose de un 7 a 11% del genoma y de
casi 850 pb en el caso de los VPH genitales. Algo muy importante es que su
secuencia nucleotidica es extremadamente variable entre los diferentes tipos
virales. Sin embargo, la LCR conserva elementos de regulacion comunes a
todos ellos. Funcionalmente se encuentra dividida en dos dominios principales:
el RE2, regulado por la presencia de la proteina viral E2 y donde se localiza
tanto el origen de replicacidn del ADN viral como el promotor temprano; y el
dominio CE (celular enhancer), un fuerte potenciador de la transcripcion cuya

activacion depende de factores transcripcionales celulares exclusivamente.

En el dominio RE2 se encuentra el promotor temprano, a partir del cual se
transcriben los oncogenes E6 y E7. Posee una caja TATA funcional (a la cual
se unen los factores necesarios e indispensables para iniciar la transcripcion

mediada por la ARN polimerasa 1) y sitios de interaccion de la proteina viral
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E2, ademas de sitios de unién para el factor celular SP1 (proteina estimulante
de la transcripcion). En este dominio se ha descrito el origen de replicacion del
ADN viral, dependiente de las proteinas virales E1 y E2. La especificidad tisular
de los HPV reside en el CE, donde la participacion conjunta de factores
celulares promueve la activacion del promotor temprano exclusivamente en
células de origen epitelial. Esta region CE se compone de numerosos sitios de
asociacion especifica de diversos factores de transcripcion de origen celular,
como por ejemplo: AP — 1, entre otros. Ademas se ha descrito la presencia de
un elemento de respuesta a glucocorticoides (ERG), el cual promueve la

transcripcion de HPV por un estimulo hormonal. (Consuegra, et al 2004)
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Fig 2: Tomado de http://www.123bio.net/revues/ibouallagal/index.html

La proteina viral E2 juega un papel central en la regulacion genética de los
HPV, reprimiendo o activando la transcripcion, dependiendo de su cercania
entre sus sitios de interaccion y la caja TATA. En HPV genitales existen dos
sitios E2 (ACCGN — 4 + CGGT) a 3 - 4 pb de la caja TATA; esta configuracion
resulta en la represion del promotor temprano debido posiblemente a la
exclusién fisica de los factores asociados a la caja TATA. Esta proteina viral
(E2) posee tres dominios funcionales: el extremo aminoterminal, donde reside
la actividad potenciadora de la transcripcion que es, aparentemente,
independiente de la interaccion con el ADN; el extremo carboxilo terminal,
donde se realiza la funcion de interaccion con el ADN vy, por lo tanto, es donde
reside la capacidad de represidn transcripcional; y la porcion intermedia que,
por su alto contenido de prolina, es considerada como una bisagra. La
capacidad de activacion de E2 se debe a la facilidad del extremo amino de

interactuar fisicamente con factores celulares. La actividad represora de E2
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tiene interesantes implicaciones clinicas. En lesiones tumorales se ha
demostrado la presencia de ADN gendmico de HPV integrado al genoma
celular. Esta integracion interrumpe o rompe al gen E2, y de esta forma no se
produce la proteina. Por lo tanto, los genes E6 y E7 de HPV no son regulados
negativamente por E2. Por su parte, en lesiones benignas o premalignas, el
ADN genomico del HPV se encuentra de forma circular (episomal, no
integrada) y la expresion de E6 y E7 se daria de una forma regulada. Asi, a la
presencia de un tipo determinado de HPV como un factor de riesgo para el
desarrollo de una neoplasia, se suma la integridad del gen E2 como un factor

para progresion viral.

La transcripcion de los HPV se lleva a cabo exclusivamente en células de
origen epitelial, debido a la presencia de factores celulares tejido - especificos.
El factor AP — 1 tiene afinidad por la secuencia 5’- TGAG/CTC/AC - 3’, la cual
se presenta en un par de ocasiones en la LCR de HPV genitales y cuya
integridad resulta de gran importancia para la transcripcién temprana de HPV.
AP — 1 esta constituido por los productos de las familias de oncogenes
celulares jun y fos, los cuales constituyen homo o heterodimeros funcionales
capaces de activar fuertemente la transcripcion y confieren una alta y rapida
respuesta por la via del diacilglicerol. Las combinaciones de los diferentes
productos de la familia jun entre si y con los de la familia fos parecen

establecer la transcripcion tejido especifica.

Existe otra familia de reguladores transcripcionales que conducen a la
transcripcion tejido - especifica como NF -1/CTF. Existen multiples sitios para
NF -1/CTF en la LCR de los HPV genitales. Se ha demostrado que la
interaccion de este factor tiene importancia para la expresion dependiente de
epitelios; sin embargo, los tipos particulares de NF -1/CTF involucrados en esta
activacién son aun desconocidos.

La estimulacion de la transcripcion de HPV genitales por hormonas esteroides
llevé al descubrimiento de un elemento de respuesta a glucocorticoides (ERG)
dentro de la LCR. ElI ERG por si solo es capaz de activar la transcripcion del
promotor temprano de HPV genitales y establece una correlacion con la

observacion clinica de papilomatosis asociada al embarazo. La presencia de
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sitios de interaccion para el factor octa -1 fue detectada originalmente en la
LCR del HPV tipo 18 octa -1 pertenece a una familia de factores
transcripcionales relacionados con la presencia de un dominio comun (dominio
POU), los cuales regulan la actividad transcripcional durante el desarrollo. La
interaccién octa -1 con otros tipos de HPV genitales ha sido observada, aunque
la participacion de este factor como un represor de la transcripcion temprana
fue descrita para el HPV tipo 18.

Se ha observado, ademas, una secuencia conservada en los HPV tipo 16 y 18
(asociados a carcinomas cervicales). En esta secuencia interactuan factores
transcripcionales conocidos como TEF -1 y TEF -2 son considerados como
factores transcripcionales epitelio especificos para HPV 16. Es importante tener
en cuenta que la transcripcion epitelio especifica de los HPV genitales depende
de una gran variedad de factores celulares transcripcionales, muchos de ellos
considerados parte de familias multigénicas responsables de la transcripcion

celular y tejido especifico (Alvarez, et al 2006).
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Fig 3: Tomado de http//search.yahoo.com/search/images?p=papilomavirus&ei=UTF-
8&fr=FP-tab-img-t&b=21(modificado)
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PROTEINAS L1 Y L2

La proteina L2, de 43 a 53 kDa, es la minoritaria de la capside viral, que como
L1, se produce en células que expresan E4. La proteina mayoritaria L1, de 57
kDa y que conforma cerca del 80 % de la capside, se expresa después de L2.
La capside contiene 360 copias de L1 y aproximadamente 12 copias de L2,
organizados en 72 capsdémeros de una particula icosaedral. La proteina L2 se
acumula en estructuras nucleares conocidas como dominios oncogénicos de la
proteina de leucemia promonocitica (PML) durante el ensamble del virus y
atrae a L1 hacia estos dominios. Se ha sugerido que estos cuerpos PML son el
sitio de la replicacion del DNA viral y que las proteinas de la capside se
acumulan en este sitio para facilitar el empaquetamiento. Aparentemente las
proteinas L1 y L2 de VPH no participan en la induccion de lesiones. En la
actualidad se estan considerando tanto las particulas virales vacias como las
proteinas estructurales aisladas (L1/L2) para una vacunacion profilactica. Hasta
la fecha se ha demostrado que particulas sintéticas (L1/L2) pueden ser
obtenidas en sistemas de vectores recombinantes. (Lopez, Lizano, 2002; Day,
Roden, Lowy, 1998)

EL CICLO VIRAL: INFECCION Y DESENSAMBLE DEL VIRION

Las particulas infecciosas entran a las células basales o germinales a través de
una abertura en el epitelio estratificado. Tal abertura puede ocurrir en
condiciones donde la piel tenga alguna lesion. Para los VPH de alto riesgo
como VPH 16, la formacion de lesiones cervicales se facilita por la infeccion de
células columnares que después formaran la capa basal del epitelio
estratificado de la zona de transformacién. No se ha identificado un receptor de
membrana definido para la entrada del virus, aunque el complejo integrina a6 —
B4 se ha propuesto como candidato. Ademas se ha visto que la entrada
depende de la presencia de los proteglicanos de sulfato de heparina presentes
en la membrana plasmatica, que podrian ser el lugar de unién inicial previo a la
unién con el receptor (Giroglou, et al, 2001; Evander, Frazer, Payne, 1997)

La internalizacion del virus ocurre por endocitosis de vesiculas cubiertas de

clatrina. El desensamble del virion puede ser a través del rompimiento de
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enlaces disulfuro internos de la capside, dado el ambiente reductor de la célula,
lo que permitiria el transporte del DNA viral al nucleo de esta. (Day, Lowy,
Schiller, 2003; Li, Beard, Estes, 1998)

MANTENIMIENTO DEL GENOMA

Después de la infeccion y desensamble en las células basales y para mantener
su genoma episomal en bajo numero de copias, 10 a 200 por célula, se
expresan las proteinas E1 y E2 (Wilson, West, Woytek, 2002), que ademas
facilitan la segregacion correcta de los genomas durante la division celular. En
VPH 31, en lineas celulares epiteliales, se ha visto que si hay una falla para
expresar E1, se pierde el estado episomal y el genoma viral se integra al de la
célula. La infeccion inicial es seguida por una fase proliferativa que conduce al
incremento del numero de células basales que contienen el genoma viral, lo
que puede requerir la expresion de las proteinas E6 y E7 que estimulan el
progreso de la fase de ciclo celular G1 a S. (Frattini MG, Lim HB, Laimins LA,
1996)

FASE PROLIFERATIVA

La expresién de E6 y E7, de un ARNm bicistrénico bajo el control del promotor
temprano en la LCR, evita que la célula basal interrumpa el ciclo celular una
vez que esta migra al estrato suprabasal del epitelio. Estas proteinas retardan
la diferenciacion celular y promueven la proliferacion mediante interacciones
con proteinas celulares responsables el control del ciclo celular. (Sherman L,
Jackman A, ltzhaki H, 1997).

AMPLIFICACION DEL GENOMA Y SINTESIS DE LOS VIRIONES

Para que se produzcan viriones infecciosos, los VP deben amplificar su
genoma y empaquetarlo en la particula proteica. Esto ocurre en las capas
superiores del epitelio, en el estrato espinoso, donde aumenta la actividad
transcripcional del promotor tardio dependiente de la diferenciacion. Este

promotor se halla en el marco de lectura del gen E7 y promueve la
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transcripcion de proteinas involucradas en la replicacion del DNA viral, tales
como E1, E2. E4 y E5, asi como las constituyentes de la capside, L1y L2. Para
la replicacion viral se necesita que E2 se una a la LCR y que promueva la unién
de E1 en el sitio de origen de la replicacion viral. El ensamble de las particulas
virales ocurre en el estrato granuloso del epitelio y eventualmente las células
infectadas se descaman de la capa superior de este. El virus es estable
extracelularmente ya que es resistente a la desecacion y puede ser transmitido
directamente a otros individuos. Alternativamente las células infectadas
permanecen en el ambiente antes de que el virus sea transmitido a una nueva
superficie epitelial, como ocurre en virus que infectan superficies cutaneas.

El VP no es litico y se ha sugerido que la proteina E4 contribuye al egreso del
virus de las capas superiores del epitelio mediante el rompimiento de los

complejos de citoqueratina (Figura 5) (Doorbar J, Ely S, Sterling J, 1991)

Célula escamosa madurs . .. INFECTADA NORMAL ;:\;'
Viridn iy |
devPH @ 'l . . ": e
Liyl2 L 4 :
, GO'Q-D p 0 0 0 Q"'O '
Célula Supfab:mi O 0'o ﬂ 0 0l 0 C ol
@\Ei B “u“ﬂoa" DCI’.;,-\"‘D oo &
Epuscrms EoyE?7 8/ 2 % af@fle j * Ein0so
virales 6% 2 g 0 @ ®
@2 ag a® _'
Células en 28 a@® g @ |
proliferacion e g o F & 8 g ¥
—~E&y E7  ——— Célubas en profiferacon .../ wyieki|
@ —E1yE2 Chlulas Stem ~'I--’ £ enfra 5 epyiek:
cl gl | '

Episomas Virales Ry iraio INFECTADA | NORMAL

Fig 4: Tomado de lan H Frazer (2004): Preventioon of cervical cancer through
papilomavirus vaccinacition. Nature Review Inmunology

PATOGENESIS.

El virus inicialmente se presenta como un elemento extracromosdémico
autoreplicativo que se denomina episoma. En esta fase, la replicacion del virus
se hace sincrénicamente con la division de la célula del huésped, por lo que el
numero de las copias virales no se disminuye con el tiempo. La fase de
incubacion dura aproximadamente 6 semanas a 8 meses, periodo en el cual

grandes zonas del epitelio genital y anal son colonizadas sin que ocurra
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manifestaciones clinicas ni histolégicas; en este momento la infeccion es
conocida como latente (replicacion episomal viral). Esta infeccion puede
progresar a una expresion activa (replicacion viral productiva o vegetativa), con
el efecto citopatico viral concomitante, lo que representa la pérdida del control
celular local; para esto se requiere la interaccion con la célula huésped y su
permiso, en interaccion con el estado inmune del huésped y factores de riesgo,
tales como infeccion por otros virus, comienzo de relaciones sexuales a
temprana edad, uso de nicotina, tipo de HLA y genotipo del HPV. (Consuegra,
Molina, Egea, Garavito, 2004)

La insercion del genoma de HPV al genoma celular rompe una parte del gen
E2, desde el cual sélo se transcribe el dominio activador de la trascripcion
desregulada de E6 y E7 este ADN integrado se replica durante cada mitosis
celular, de tal modo que un contenido cromatico aneuploide se desarrolla en la
célula huésped y le da morfologia displasica; en estos casos, la produccion de
ADN viral es mucho menor en infecciones vegetativas y los productos de genes

tardios casi nunca aparecen. (Sanchez, Valencia, 2001)

INCIDENCIA'Y PREVALENCIA

La incidencia y prevalencia del cancer cervical, presentan gran variabilidad
segun la zona geografica estudiada, siendo este el segundo cancer mas
frecuente entre las mujeres a nivel mundial. En Colombia es la primera causa
de morbilidad por cancer ginecoldgico y la segunda de mortalidad de la mujer
en edad reproductiva (Medina et al., 1994; Parkin et al., 2001, Redondo et al.,
2004).

El impacto del cancer cervicouterino en el mundo es devastador, siendo la
segunda causa de muerte en la mujer y la primera causa en naciones en vias
de desarrollo. El virus del papiloma humano se ha encontrado en el 93% de
todos los casos de cancer invasor y de sus lesiones precursoras, por lo que se
considera a la infeccion por este virus como el factor de riesgo mas importante.
(Castellanos, 2003)
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La infeccion por VPH se considera una enfermedad de transmisién sexual y
hoy por hoy se considera el factor causal mas importante en el 99,7% de los
canceres del cuello uterino. En paises en vias de desarrollo el cancer del cérvix
es la segunda causa de muerte por cancer; en nuestro pais es la primera
causa, se considera un grave problema de salud publica, por tanto
enfocaremos el desarrollo del tema en la relacion que hay entre VPH y cancer
de cuello uterino. (Di Giampietro, 2004)

América Latina y el Caribe tienen algunas de las tasas de incidencia y
mortalidad por cancer cervicouterino mas altas del mundo, sélo superada por
las de Africa Oriental. Durante los 40 ultimos afios, las reducciones en la
incidencia de cancer cervicouterino han dado lugar a tasas significativamente
bajas, inferiores a 10 casos por cada 100.000 mujeres, en Canada, Estados
Unidos. Sin embargo, en la mayoria de los paises de América Latina, las tasas
anuales de cancer cervicouterino se mantienen altas, generalmente por arriba
de 20 casos por cada 100.000 mujeres. En América latina, la supervivencia de
las mujeres con cancer cervicouterino es mas corta porque a menudo solicitan
atencion cuando la enfermedad ya esta avanzada. La baja supervivencia
también se relaciona con una atencién paliativa inadecuada y un tratamiento
incompleto. La incidencia y mortalidad del cancer cervicouterino se relacionan
con la pobreza, el acceso limitado a los servicios, la vida en zonas rurales y los

bajos niveles de educacion. (Lewis, 2004).

Los paises en vias de desarrollo tienen incidencias mas altas de cancer
cervicouterino que los paises desarrollados. Esta diferencia puede deberse a
que estos ultimos tienen acceso a mejores sistemas de salud publica. Sin
embargo otra posibilidad es que las poblaciones estan expuestas a cepas o
variantes virales con diferentes propiedades patogénicas. (Calleja-Macias., et al
2004).

En un futuro préximo, se proyecta que la incidencia y la mortalidad del cancer
cervicouterino aumenten, conforme una mayor esperanza de vida desemboque
en un numero creciente de mujeres mayores. En América Latina y el Caribe, se

calcula que las muertes aumentaran a 42.000 y 52.000 para los afos 2010 y
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2020, respectivamente, aunque las proyecciones mas pesimistas indican que,

para 2020, el numero de defunciones podria llegar a 57.000.

TAXONOMIA

El virus del Papiloma se clasifica en 3 niveles taxonémicos: Género, Especie y
Tipo. Los diferentes géneros comparten menos del 60% de identidad en la
secuencia de L1; el gen L1 es el mas conservado del genoma viral y por tanto
ha sido usado para identificar nuevos tipos virales. Un nuevo tipo viral es
reconocido como tal solo si la secuencia nucleotidica del gen L1 difiere por
poco mas del 10% de aquella del tipo viral conocido mas cercano. Diferencias
de 2 a 10% definen a un subtipo viral, mientras que la diferencia menor a 2%
define a una variante viral. Las especies de un género comparten una identidad
de secuencia de 60 a 70% vy los tipos virales dentro de una especie comparten
de 71 a 89% de identidad de secuencia. Los Virus del papiloma conocidos que
infectan tanto a humanos como a animales forman 16 géneros que se
identifican por letras griegas. Cinco de estos géneros se componen
exclusivamente de VPH’s y VP’s identificados en algunos primates, todos los
otros géneros contienen tipos encontrados en varios mamiferos y aves. El
género clinicamente mas importante es el referido como los virus del papiloma-
Alfa o VP-Alfa (en inglés Alpha-papillomavirus). Contiene a todos los tipos de
VPH asociados a lesiones en mucosas o genitales. Los VP-Beta incluyen todos
los tipos de VPH asociados con epidermodisplasia verruciformis (EV), una
enfermedad neoplasica cutdnea con componente genético. En aquellos
portadores que no son genéticamente predispuestos a la enfermedad, los VP-
Beta y los VP-Gama establecen infecciones asintomaticas, o en el peor de los
casos producen pequefas lesiones cutaneas neoplasicas benignas. Algunos
de los virus de estos dos géneros también se han hallado asociados a cancer

de piel en individuos inmunosuprimidos. (Hans-Ulrich B, 2005)

REGRESION Y PERSISTENCIA.
La mayoria de las lesiones leves o0 moderadas revierten espontaneamente en
individuos inmunocompetentes (Holowaty P. et al, 1999). Se sabe que mas del

70% de las adolescentes sexualmente activas y mujeres jovenes adquieren
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una infeccion por VPH. Sin embargo, la mayoria son transitorias y solo cerca
del 25% desarrollan una lesion intraepitelial de bajo grado (LSIL por las siglas
en inglés bajo el sistema Bethesda de clasificacion de células displasicas
cervicales). Después, solo del 20 a 40% de estas LSIL progresara a lesiones
intraepiteliales de alto grado (HSIL). Esto significa que aquellas mujeres que en
alguna ocasion adquieren un VPH, solo el 5 0 10% de ellas desarrollaran una
HSIL, mientras que cerca del 90% de las mujeres infectadas no mostraran
evidencia alguna del tipo viral adquirido después de 12 a 36 meses. (Holowaty
P, 1999), Sin embargo, en aquellos con una deficiencia inmune, heredada o
inducida farmacoloégicamente, hay una fuerte tendencia para que la infeccién
persista y malignice en caso de infeccion con VPH de alto riesgo oncogénico.
Si el virus permanece en forma latente, una mujer que parece haber tenido una
regresion de su infeccion entre sus visitas de seguimiento estaria aun en riesgo
de desarrollar alguna lesién asociada al VPH. Se ha encontrado que la
infeccion con multiples tipos virales de VPH esta asociada con persistencia
(Mufioz N, Bosch FX, 2003). Los estudios de Bachtiary y Van Der Graaf
sugieren que la infeccion multiple esta asociada con un mayor riesgo de
progresion de la enfermedad. No estd claro si esto es debido a la
susceptibilidad del hospedero, la interaccion entre los virus o la probabilidad de

progresion independiente en cada tipo viral.

DIAGNOSTICO: CITOLOGICO, HISTOLOGICO, COLPOSCOPICO
MOLECULAR E INMUNOHISTOQUIMICA

Ante el resultado de una citologia anormal debe establecerse, siempre que
sea posible, un diagnéstico de confirmacion basado en un estudio
histologico en el tejido en que se originan las células anormales. Para esta
finalidad la colposcopia es la Técnica de eleccion, ya que es un método
insustituible en el protocolo de diagnostico y tratamiento de las lesiones
intraepiteliales y del cancer inicialmente invasivo del tracto genital inferior.
El diagnéstico final, siempre debe integrar la informacion clinica y
colposcopica junto con los resultados de laboratorio (citologia, biopsia,
deteccion del VPH, etc.) (Benedet, et al 2000)
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La colposcopia: Es una técnica basada en la exploracion magnificada de
los epitelios del cuello uterino, la vagina y la vulva, cuyo objetivo
fundamental es el diagnostico de lesiones invasivas o precursoras del
cancer. La identificacion de caracteristicas sutiles inapreciables a simple
vista que son la expresién de cambios patoldgicos, permite valorar el grado
de anormalidad del tejido, asi como la morfologia y la topografia de las

lesiones y localizar el area mas sospechosa para obtener una biopsia.

La biopsia dirigida colposcopicamente permite confirmar el diagndstico
antes de efectuar el tratamiento definitivo y se considera el patrén estandar
en el diagnostico de dicha enfermedad. En las situaciones que no es
posible visualizar la unidn escamoso cilindrica, la colposcopia debe
considerarse insatisfactoria; en estos casos debe descartarse lesiones de
localizacion endocervical. Con menor frecuencia las lesiones pueden
asentar en la vagina y/o la vulva, por lo que es imprescindible una
cuidadosa revision de todo el tracto genital inferior. El objetivo de la
colposcopia es aumentar la sensibilidad de la citologia. Se sabe desde
hace mucho tiempo que el empleo conjunto de citologia y colposcopia
tiene un valor casi del 100% en determinar la presencia del virus

detectando CIN 2-3 o carcinoma invasivo. (Puig et al 1988).

VACUNAS PROFILACTICAS FRENTE AL VPH

El desarrollo de las vacunas contral el VPH experimenté un gran avance a
principios de los afios 1990 cuando se descubrié la sintesis de las particulas
semivirales, particulas similares al virus (virus like particles o VLPs) o particulas
pseudoviricas, mediante sistemas de expresion microbiana o celular, por
ingenieria genética. Las VLP tipo L1 purificadas, una proteina estructural de los
VPH, se utilizan como antigenos; estas proteinas son muy inmundgenas e
inducen la sintesis de anticuerpos neutralizantes. Al mismo tiempo, al no
contener material genético, no pueden causar infeccién en el huésped, por lo
que no tienen capacidad oncogénica. Las principales caracteristicas de las
vacunas profilacticas se resumen en la Tabla 1. También estan en

investigacion en fase Il vacunas terapéuticas en mujeres ya infectadas,
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compuestas por proteinas de fusién y péptidos. Vacuna monovalente tipo 16.
Los primeros estudios con una vacuna profilactica se realizaron con éxito con
esta forma monovalente. La vacuna disminuyo la incidencia de la infeccidén y de
la neoplasia intraepitelial cervical relacionada con este virus. La vacuna fue
muy bien tolerada, segura, y muy inmundégena. Esta vacuna no se
comercializara. Otras dos vacunas profilacticas que estan pendientes de
comercializacién en los proximos meses son una bivalente y otra tetravalente.
(Koutsky et al 2006).

Vacuna bivalente 16/18. Vacuna compuesta por particulas VLP tipo L1 de la
capside de los tipos 16 y 18 (Cervarix, GlaxoSmithKline) para su uso en
mujeres (10-55 afios). Esta vacuna tiene un adyuvante AS04 que contiene 500
mcg de hidroxido de aluminio y 50 mcg de monofosforil lipido A 3-desacilado
(MPL). EI ASO4 induce una respuesta inmunitaria potente y duradera; la
concentracion de anticuerpos obtenida es muy superior al de la infeccidn
natural. La vacuna fue eficaz en la prevencién de las infecciones transitorias y
persistentes del cuello uterino por los VPH 16 y 18 y de las lesiones citoldgicas
asociadas a ellas. En la poblacion de analisis por protocolo, la eficacia fue del
91,6% frente a la infeccion transitoria y del 100% en la infeccion persistente. La
vacuna fue segura, bien tolerada y muy inmundégena. Ademas, se ha
observado una ampliacién de la proteccion, es decir, la aparicion de una
inmunidad cruzada, frente a la infeccion por los tipos 45, 31 y 52, que ocupan,
en frecuencia, los lugares posteriores al 16 y al 18, entre los tipos oncogénicos.

La vacuna tiene un buen perfil de seguridad a largo plazo. (Harper et al 2004).
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TIPO VACUNA LABORATORIO | GENOTIPOS INDICACION | POSOLOGIA | VIA
MNombre vacuna

Monovalente Merck & Co VLP 16 Ca de cérvix (0, 2, 6 meses IM
Mo comercualizada

Bivalente CrlaxoSmmthE line VLP 16,18 1M
Cervanx Adyuvada con Ca de cérvix (0, 1,6 meses

ASO4: AN OH),
+MPL

L. cruzada:
45,31, 52
Tetravalente Merck& Co VLP I
Crardasil G, 11,1618, Ca de cérvix (0, 2, 6 meses
Adyuvada con Condilomas
fostato de Al

Tabla 7: Caracteristicas de las vacunas antipapilomavirus.
Tomado de F.A. Moraga Llop, Vacunacion Anti VPH: Situacion Actual y Desarrollo
Clinico. 2006

Vacuna tetravalente 6/11/16/18. Esta vacuna incorpora los tipos 6 y 11, los que
producen condilomas o verrugas genitales, al 16 y al 18 (Gardasil, Merck &
Co), para su uso en mujeres (9-26 afios) y en hombres (9-15 afios).

La incidencia combinada de infeccion persistente o enfermedad producida por
los tipos 6, 11, 16 y 18 se redujo en un 90% (IC95%: 71-97) en las mujeres
asignadas al grupo de la vacuna en comparacion con el placebo, en la
poblacion de analisis por protocolo. La eficacia respecto a la enfermedad
clinica asociada a los tipos vacunales fue del 100%. La vacuna fue inmundgena
y bien tolerada (Villa et al 2006).

La pauta vacunal es de tres dosis por via intramuscular, a los 0, 1 y 6 meses, y
alos 0, 2 y 6 meses, para la bivalente y la tetravalente, respectivamente. El
precio de una pauta de tres dosis, aunque no ha sido confirmado por los
laboratorios fabricantes. La vacuna frente al VPH se debera incorporar en el
calendario de la preadolescente, es decir, antes del inicio de la actividad
sexual, y en las adolescentes y las mujeres joévenes. La forma de
implementacion de la vacunacion en los programas de inmunizaciéon sera muy
importante para lograr altas coberturas vacunales en las preadolescentes. En el
pais donde se quiera incluir la vacuna como sistematica se necesita conocer la
incidencia de la infeccion por los tipos de vacunacién, y hay que realizar

estudios de eficiencia de las diferentes estrategias de vacunacién (para
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adolescentes y/o adultos, mujeres y/o hombres). La edad recomendada para la
vacunacion en la preadolescencia es de 11 a 12 afios, con un rango de 10 a 13
afos; hay que tener en cuenta que en EE.UU. el 28% de las adolescentes de
14 a 15 afios son sexualmente activas. El efecto de la vacunacion en la
disminucién del numero de casos de cancer de cérvix no se observara
probablemente hasta diez afios después de iniciado un programa; en cualquier
caso, éste no puede reemplazar el uso sistematico del test de Papanicolaou
(Schiller JT,) Vacunas de segunda generacion en investigacion. Se pretende
que sean mas baratas en su fabricacion y distribucion, que se puedan
administrar en una sola dosis, que tengan una mayor cobertura de tipos de
virus y que induzcan una regresion de la neoplasia ya establecida. Ambas
vacunas, han demostrado un alto grado de aceptacién y aplicabilidad, no
describen efectos secundarios apreciables, locales o generales, que hayan
provocado abandonos en proporcion significativa en las mujeres vacunadas. El
seguimiento de estas cohortes (4-5 afos) ha permitido establecer que la
inmunogenicidad provocada por la vacuna se sitia muy por encima de la
producida por la infeccion natural, con niveles estables por el momento, pero
no es posible predecir hoy, con la informacion disponible, si sera necesario
administrar dosis de refuerzo. Estudios de proyeccion matematica, testados
con otras vacunas ya comercializadas, situan la duracién de la respuesta sobre
los 15 afios. (Kim, JJ, 2006).

Estas vacunas son estrictamente profilacticas: las mujeres VPH + pueden ser
vacunadas, no siendo necesario cribado previo a la vacunacion. Los datos
disponibles describen que el curso de su presencia viral no esta modificado por
la vacuna, aunque se ha detectado, en estas mujeres, que la vacuna genera un

incremento de su tasa de anticuerpos. (Koutsky LA, Harper DM. 2006).

La aceptabilidad inicial de la vacuna por padres y educadores, aunque
desconocida, es previsible que se incremente mediante una adecuada y
rigurosa informacion por parte de los medios (radio y TV), personal
(entrevistas), y material divulgativo escrito a través de la prensa diaria y
cientifica. El papel de los profesionales sanitarios en toda esta labor es basico y

muy importante: todos los niveles de responsabilidad situados en la cercania
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de la poblacion diana de la vacuna deben involucrarse en el proceso. Las
Sociedades Cientificas deben facilitar informacién actualizada y consensuada,
promoviendo iniciativas de todo tipo, usando todos los medios disponibles.
(Sherris J, et al 2006)

El objetivo a corto medio plazo de la vacuna es la prevencién de las lesiones
precursoras del cancer de cuello de utero, neoplasia intraepitelial de cuello de
utero, CIN, especialmente la considerada lesion precursora necesaria, CIN 3.
Los registros que informan sobre tasas poblacionales muestran cifras del orden
del 30 por cien mil mujeres. Ademas, una de las vacunas (la tetravalente)
plantea la posibilidad a corto plazo de prevenir las verrugas/ condilomas
genitales y la papilomatosis respiratoria recurrente (PRR), causadas por los
tipos 6 y 11 del VPH. Se espera que el impacto apreciable a corto plazo
provocado por la vacuna frente al VPH sea la gran disminucion de resultados
citologicos cervicales andémalos (RCA), que incluyen atipias inciertas y lesiones
intraepiteliales de bajo grado, que traducen la respuesta aguda a la presencia
viral, pasajera la mayoria de veces, y cuyo proceso de evaluacion representa
una carga elevada de ansiedad para la mujer, de trabajo para el profesional

médico y de costes para el sistema sanitario (Franco E, et al.2006).
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ANEXO 1. FORMATO DE ENCUESTA PARA RECOLECCION DE DATOS
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ANEXO 2. CONSETIMIENTO INFORMADO

Con el presente documento se pretende informar a usted y a su familia sobre el

procedimiento que se le practicara por lo que le solicitamos diligenciar con su

pufio y letra en los espacios en blanco.

La paciente de
afnos C.C. N° de

y/o el sefior (a)

en calidad de

DECLARAN
Que identificado con C.C.

N° de ha sido

claro y preciso en suministrarme la informacién sobre la toma de muestras para

el proyecto Busqueda del marcador de progresion p16INK4a en las Lesiones
Intraepiteliales Escamosas Cervicales (LIE) asociadas a Papillomavirus

Humano, en mujeres de Cartagena de Indias.

Responda Sl o NO en los espacios en blanco.

He recibido informacion del procedimiento en un lenguaje claro y sencillo.

Se me ha permitido todas las observaciones y preguntas al respecto.

También comprendo que sin necesidad de dar ninguna explicacion
ACEPTO EN PARTICIPAR EN EL PROYECTO: Busqueda del marcador de

progresion p16INK4a en las Lesiones Intraepiteliales Escamosas Cervicales
asociadas a Papillomavirus Humanos, en mujeres de Cartagena de Indias, y

autorizo practicar el procedimiento de toma de biopsias.

Firma Paciente.
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