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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

El cancer cervicouterino es un serio problema de salud publica a nivel mundial,
reportdndose méas de 500,000 casos nuevos y cerca de 266,000 muertes de
mujeres cada afo, las cuales se concentran principalmente en paises en vias de

desarrollo (Ferlay et al., 2012).

Se estima que en América Latina se producen alrededor de 35,322 muertes por
cancer cervicouterino cada afo; estas cifras pueden ser atribuibles en gran parte
al dificil acceso a los servicios de salud, a la falta de programas adecuados de
tamizaje de cancer cervicouterino, asi como a la desigualdad e inequidad social
qgue afectan de forma especial a grupos vulnerables y desfavorecidos, como las
mujeres indigenas, mujeres que residen en areas rurales y trabajadoras del sexo

(OPS, 2009).

En Honduras, el cancer cervicouterino, es el cancer mas frecuente y la primera
causa de muerte en la poblacion femenina; en el afio 2012, segun la Organizacion

Mundial de la Salud (OMS) se presentaron 991 casos nuevos (Ferlay et al., 2012).

La puesta en practica de programas mejorados de prevencion y control del cancer
cervicouterino podria contribuir al logro de los Objetivos de Desarrollo del Milenio
mediante el acceso universal a los servicios de salud sexual y reproductiva para
mejorar la salud de la mujer, y contribuiria a si mismo con la Estrategia Mundial

para la Salud de la Mujer y el Nifio establecida por el Secretario General de la




Naciones Unidas en 2010 (Ki-moon, 2010), y a la Declaracién Politica de la
Reunion de Alto Nivel de la Asamblea General sobre la Prevencién y el Control de

las Enfermedades No Transmisibles en 2011 (WHO, 2011).

El virus Papiloma Humano (VPH) es un virus que se transmite por contacto entre
personas infectadas, afectando preferentemente la piel y mucosas. Hay mas de
100 tipos de VPH, pero solo alrededor de 40 se transmiten por contacto sexual y
de éstos solo un reducido grupo de entre 10 y 20 son los causantes de verrugas

genitales, lesiones precancerosas y cancer de cuello uterino.

Los tipos de VPH genitales han sido clasificados en dos grupos de acuerdo a su
potencial carcinogénico, en virus de alto y bajo riesgo. Estudios epidemioldgicos y
moleculares han establecido la asociacidén entre los tipos de VPH de alto riesgo
(de manera especifica los tipos 16 y 18) y el desarrollo de cancer cervical (Bosch,

Lorincz, Muioz, Meijer, & Shah, 2002; H. zur Hausen, 2002).

A pesar de que la infeccidn es transitoria y resuelta por el sistema inmune en un
promedio de dos afios, en algunos casos la infeccion persiste y progresa a
lesiones de alto grado con el posterior desarrollo de cancer (Doorbar et al., 2012;
Harald zur Hausen, 1981; H zur Hausen, 1996). Ademas de una infeccion
persistente por VPH de alto riesgo, otros factores como una alta carga viral,
variantes intratipo de VPH, infecciones con multiples tipos de VPH de alto riesgo y
la predisposicion genética contribuyen al desarrollo de cancer cervical (Asiaf,
Ahmad, Mohammad, & Zargar, 2013; Tabora, Ferrera, Bakkers, Massuger, &

Melchers, 2008).




La citologia cervical (Papanicolaou) ha sido la prueba de referencia para la
deteccion del cancer cervicouterino en el mundo. Esta estrategia ha sido aplicada
eficazmente en paises industrializados, junto a estrategias de seguimiento
adecuadas de aquellas mujeres con resultados anormales. A diferencia de los
paises industrializados, en los paises con bajos ingresos, fuera de las limitaciones
intrinsecas de la citologia, las deficiencias en el seguimiento y las dificultades
econémicas que impiden que las mujeres puedan seguir adecuadamente el
tratamiento, han minimizado los beneficios de los sistemas de tamizaje (OPS,

2009)

En Honduras, debido a los escasos esfuerzos, a los pocos recursos econémicos
dirigidos a estos programas, a la falta de interés por parte de las autoridades de
salud, y la falta de conocimiento de la poblacion en general, no ha sido posible
establecer un programa de tamizaje eficaz que permita reducir las tasas de cancer

cervicouterino.

En el pais, son multiples los estudios que han demostrado el papel central del
VPH en el desarrollo de la patologia cervical. Estudios caso-control en mujeres
con displasia y cancer cervical (Ferrera et al., 1999), carga viral del VPH 16
(Tabora et al., 2008), variantes moleculares del VPH 16 (Tabora, Melchers, van
Doorn, Quint, & Ferrera, 2010), factores genéticos del huésped asociados al
desarrollo del cancer de cérvix (Ferrera et al., 2000), entre otros, han aportado

valiosa informacion sobre esta patologia.




En la actualidad, nuevas estrategias alternativas a la citologia convencional
constituyen un gran aporte para lograr una prevencion eficaz del céancer
cervicouterino; entre ellas, la detecciobn de ADN viral es una buena opcion. Sin
embargo, debido a que las infecciones transitorias son comunes, sobre todo en
mujeres jovenes, en las cuales la mayoria de las infecciones resolveran de forma
espontanea, esta estrategia daria como resultado un alto nimero de mujeres
referidas a consultas innecesarias de seguimiento, representando un método poco

eficiente y no sostenible en paises pobres.

Es por ello que surge la necesidad de establecer estrategias que permitan
identificar y caracterizar de manera adecuada aquellas mujeres con infecciones
por VPH con riesgo de desarrollar lesiones precursoras severas, ya que en las
proximas décadas, las nuevas estrategias para el tamizaje primario seran el eje en

la reduccién del sufrimiento y las muertes causadas por cancer cervicouterino.

Este estudio evalud diferentes estrategias de tamizaje primario y triaje de cancer
cervicouterino en la poblacién femenina hondurefia, a fin de aportar ideas para el
tamizaje de mujeres en riesgo. El presente estudio fue colateral a un estudio
multicéntrico de tamizaje y triaje de cancer de cuello uterino a nivel
Latinoamericano, coordinado por la Agencia Internacional para la Investigacion en

Céancer (IARC).




CAPITULO 2

2. MARCO TEORICO

2.1. Cancer cervicouterino y mortalidad femenina a nivel mundial

La mortalidad a nivel mundial por cancer cervicouterino nos permite vislumbrar las
inequidades de nuestro tiempo en lo que se refiere a distribucion de la riqueza,
equidad de género y a la disponibilidad y acceso a los servicios de salud. Las
mujeres alrededor del mundo se encuentran expuestas a la infeccion por VPH,
pero son las mujeres de los paises subdesarrollados, las que han tenido poco o
ningun acceso a la deteccion y al tratamiento temprano y mueren debido a las

consecuencias de la infeccion por el virus.

El cancer cervicouterino es considerado el cuarto cancer mas comun en las
mujeres a nivel mundial y el séptimo en la poblacion general, representando casi
el 12% de todos los céanceres femeninos en la mayoria de los paises

subdesarrollados (Ferlay et al., 2012).

Se ha estimado que para el afio 2014 cerca de 266,000 mujeres fallecieron a
causa de esta enfermedad, lo que representa el 7.5% de todas las muertes por
cancer en la poblacion femenina (Ferlay et al., 2012). Las incidencias mas altas
de céncer cervicouterino se presentan en el Africa Subsahariana, Melanesia,
América Latina y el Caribe, Asia Central y meridional y el Sudeste Asiatico, como

se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Incidencia cancer cervicouterino a nivel mundial, 2012. Tomado de Ferlay et al.,
2012

Durante las udltimas décadas se ha producido una reduccion sostenida de la
incidencia y mortalidad por cancer cervicouterino en paises desarrollados, en gran
parte debido a la implementacion de tecnologias eficaces de tamizaje y

tratamiento temprano (Wheeler, 2007).

A pesar de ello en los paises subdesarrollados todavia no se ha logrado alcanzar
un éxito similar, mientras tanto la enfermedad sigue avanzando, debido al
aumento de la esperanza de vida y al crecimiento de la poblacion. De no encontrar
una solucién a este problema y de continuar la situacion de la misma forma, se
estima que para el afio 2030, el cancer cervicouterino cobrara la vida de mas de
474,000 mujeres, y gue mas del 95% de ellas seran mujeres de paises en vias de

desarrollo (Ferlay et al., 2012).




2.2. Céancer cervicouterino en Ameérica Latina
América Latina y el Caribe presentan una de las tasas mas altas de incidencia y
mortalidad por céncer cervicouterino en el mundo; cada afio se producen
alrededor de 35,322 muertes, siendo la segunda causa de muerte mas frecuente
por cancer entre la poblacion femenina (OPS, 2009). Esta es una “enfermedad de
la inequidad” que afecta de manera desproporcionada a mujeres de nivel
socioeconémico bajo, a menudo menos educadas y no consientes de la

deteccién del cancer cervicouterino o con poco acceso a ella (Villa, 2012).

Las altas tasas de incidencia y mortalidad se producen a pesar de la disponibilidad
de la prueba de Papanicolaou en varios paises de la regién. Esto debido en gran
parte a la falta de programas de tamizaje organizados, las limitacion de las
técnicas, la baja cobertura de la poblacion, la deficiente vigilancia en el
seguimiento y tratamiento de mujeres con citologia anormal, entre otras (Almonte

et al., 2010).

2.3. Cancer cervicouterino en Honduras

El cancer cervicouterino, es el cancer mas frecuente y la primera causa de muerte
en la poblacion femenina hondurefia. Datos de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) muestran que para el afio 2012, se presentaron 991 casos nuevos

(Ferlay et al., 2012).

Han sido multiples los estudios en el pais encaminados a evaluar la prevalencia de
la infeccién por VPH y su asociacién con el desarrollo de cancer cervical. Estudios

caso-control han determinado VPH de alto riesgo en el 95% de los casos de




cancer cervical; de ellos en el 42% el tipo 16. (Ferrera et al., 1999; Ferrera et al.,

2000; Tabora et al., 2010; Tabora et al., 2008).

Estos estudios han demostrado, al igual que otros a nivel mundial, que la
educacion es un factor importante en el desarrollo y mejoramiento de la calidad de
vida de las mujeres y asi disminuir el riego de cancer cervical;, asimismo, la
pobreza, el bajo nivel econdmico, el comportamiento sexual y la realizacién
peridédica de la citologia cervical, juegan un papel importante en la incidencia y
mortalidad por cancer cervicouterino (Ferrera et al., 2000; Gajalakshmi, Whitlock,

& Peto, 2012; Martinez & Guevel, 2013; Parikh, Brennan, & Boffetta, 2003).

En el afio de 1991 la Secretaria de Salud de Honduras cre6 el Programa Nacional
para el Control del Cancer, con el objetivo de disminuir la morbilidad y mortalidad
del cancer en la poblacién hondurefia. Este programa establece como una de sus
prioridades la deteccién temprana del cancer cervicouterino. En la actualidad el
sistema de tamizaje de cancer cervicouterino para las mujeres en riesgo (30-59
afos) se basa en la realizaciéon de la citologia convencional, con una frecuencia de
cada 3 afios después de dos resultados negativos consecutivos (Secretaria de
Salud de Honduras, 2013). Sin embargo, el programa no cuenta con un
presupuesto asignado y no logra una amplia cobertura, poniendo de manifiesto las

inequidades de nuestro sistema sanitario.




2.4. Virus Papiloma Humano y cancer

Las primeras demostraciones experimentales de la asociacion entre las verrugas
humanas y animales y el posterior desarrollo de cancer comienzan en el afio 1930
con los experimentos de Rous y colaboradores (P. Rous, Beard, & Kidd, 1936; P.
Rous & Kidd, 1940). De acuerdo a las observaciones iniciales, se demostro el
potencial carcinogénico de la infeccion por el virus del Papiloma de conejo
(Shope), en conejos domésticos (Shope, 1932), y ciertos factores que potencian la
actividad carcinogénica, como las caracteristicas del huésped, carga y cepa viral
(P. Rous, Kidd, & Beard, 1936). Finalmente la actividad carcinogénica del virus
Shope (denominado posteriormente CRPV, por las siglas en inglés “Cottontail
Rabbit Papiloma Virus”) fue demostrada contundentemente por Ito, al inducir
carcinomas en conejos domeésticos inoculados con extractos de ADN purificados
de CRPV (lIto, 1970). Asi mismo, se demostré que tales extractos causaban la
aparicion de verrugas solo en conejos y no en otros animales lo que ilustra la
especificidad del virus por su hospedero. Es hasta el afio de 1933, que Shope

aisla de conejos por primera vez el virus del papiloma (P Rous & Bear, 1935).

Las investigaciones en el campo se mantuvieron estaticas durante algunos afos
debido a la poca disponibilidad de un sistema de cultivo de tejido adecuado y a la
aparente naturaleza benigna de las verrugas en el ser humano. Sin embargo,
gracias a las investigaciones de diversos virus con potencial para inducir el
desarrollo de cancer, como el virus del Epstein-Barr, se abrié una nueva ventana
para el estudio del VPH y su relacién con el desarrollo de cancer (Henle & Henle,

1973).




Es asi que en el afio de 1976 el Dr. Harald zur Hausen plantea la hipotesis de la
relacion causal entre la infeccion por VPH y el desarrollo de neoplasia cervical, (H.
zur Hausen, 1976; Harald zur Hausen, 1981); dicha hipétesis ha sido validada al
demostrar la presencia del genoma viral en verrugas genitales y tejidos de cancer
cervical, estableciendo el rol central del virus con el desarrollo de cancer cervical
(Bosch et al., 2002; Lorincz et al., 1992; H. zur Hausen, 1976; Harald zur Hausen,

1981; H zur Hausen, 1996).

2.5.  Virus del Papiloma Humano

El VPH es miembro de una familia compleja y variada de virus (Papillomaviridae),
los cuales pueden ser encontrados en mas de 20 especies de mamiferos, asi
como en otros hospederos, que incluyen pajaros, tortugas y serpientes (Doorbar et

al., 2012; H zur Hausen, 1996).

El Virus del Papiloma Humano es un virus pequeiio, con un genoma de ADN,
circular de doble cadena de aproximadamente 8 kb de longitud, con un viribn no
envuelto que mide entre 45-55 nm de diametro, el cual infecta tejidos epiteliales y
mucosas del tracto anogenital, las manos y los pies (Doorbar, 2006; Longworth &

Laimins, 2004).

El virus estd compuesto por una capside proteica icosaédrica formada por 72
capsomeros, cada uno formado a su vez por 5 moléculas de la proteina principal
“L1” y de 12 a 36 moléculas de la proteina secundaria “L2” (Doorbar, 2007; H zur

Hausen, 1996).
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2.5.1 Organizacion Genética de VPH

El genoma de VPH posee en promedio ocho marcos de lectura abiertos, los
cuales son expresados mediante mARN policistronicos transcritos a partir de una
Unica hebra de ADN. Este se divide en tres regiones: una region temprana (E),
una region tardia (L), y una region reguladora conocida como region larga de
control (LCR) (Doorbar, 2007; Longworth & Laimins, 2004). Ejemplo de la

organizacion del genoma viral se muestra en la Figura 2.

E2 E €2 €2 TATA P97
4 s E 6P #2 LAl

Figura 2. Organizacién genética de VPH. Tomado de Doorbar, 2012

Los productos de los genes L1 y L2 son componentes estructurales
correspondientes a las proteinas mayores y menores que forman la capside

icosaédrica que contiene el ADN viral (Doorbar, 2006).
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La region E representa el 50% del genoma y contiene los genes que codifican
proteinas implicadas en la estimulacion de la proliferacion celular, la replicacion
del ADN viral, el control de la transcripcion del genoma viral y proteinas que
interviene en la maduracion de la particula viral (Munger & Howley, 2002). El
genoma contiene una region de control de aproximadamente 1000 pb en la que se
han identificado secuencias estimuladoras y represoras de la transcripcion viral,
asi como en el control de la replicacién viral (Bosch et al., 2002; De la Cruz,

Mohar, & Lizano, 2004; Munger & Howley, 2002).

2.5.2 Proteinas de VPH

El mecanismo de accién de VPH en el desarrollo de la neoplasia cervical se
explica por la accion de sus proteinas virales, de manera particular de dos de sus
oncoproteinas E6 y E7. Estas proteinas tienen la capacidad de transformar e
inmortalizar las células epiteliales, al producir un alto grado de inestabilidad

cromosomica.

El proceso de transformacion involucra un complejo conjunto de interacciones de
las proteinas virales con reguladores celulares que participan en procesos de
apoptosis, proliferacion y diferenciacion celular (Montovani & Banks, 2009; Munger
& Howley, 2002; von Knebel Doeberitz, 2002). La expresion de los genes virales
es indispensable para mantener el crecimiento neoplasico de las células en el
cérvix (Longworth & Laimins, 2004; von Knebel Doeberitz, 2002). La Tabla 1

resume las principales funciones de cada una de las proteinas del VPH.
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Tabla 1. Funciones de proteinas de Papilomavirus Humanos

El

E2

E4

ES

E6

E7

L1

L2

Adenosina Trifosfato (ATPasa) y ADN helicasa; reconoce y se une al origen de
replicacion del ADN viral como un complejo hexamérico; necesario para la replicacién
viral.

Principal regulador de la transcripciébn de genes virales; se une al promotor de la
transcripcién viral; implicada en la replicacion del ADN viral; interacta con E1.

Actiia de forma tardia en el ciclo de vida viral; interactia con el citoesqueleto de la
gueratina y filamentos intermedios; induce la detencion en G2; se cree facilita el
ensamblaje y la liberacion viral.

Induce la proliferacion celular no programada; puede activar los receptores de factores
de crecimiento y otras proteinas quinasas; inhibe la apoptosis; inhibe el trafico de los
principales complejos de histocompatibilidad a la superficie celular

Induce la sintesis de ADN; induce la telomerasa, impide la proliferacion celular;
interactlia con cuatro clases de proteinas de proteinas celulares: co-activadores de la
transcripcion, proteinas involucradas en la polaridad celular y la motilidad, supresores
de tumor y los inductores de apoptosis, y la replicacion del ADN y factores de
reparacion.

Induce la proliferacion celular no programada; interactia con histonas acetil
transferasas; interactia con los reguladores negativos del ciclo celular y supresor
tumoral.

Proteina estructural viral mayor; ensambla en capsémeros y capsides; interactda con
L2; interactla con receptores celulares, codifica epitopos virales neutralizantes
Proteina estructural viral menor; interactia con el ADN; se cree facilita el ensamblaje
del viribn; puede interactuar con receptores celulares; codifica epitopos virales
neutralizantes

Nota. Fuente: von Knebel Doeberitz M, 2002

Proteina E6

El gen E6 codifica para una proteina de aproximadamente 150 aminoé&cidos

(Montovani & Banks, 2009); es uno de los primeros genes gue se expresa durante

el ciclo viral, dicha proteina tiene la capacidad de unirse a una gran cantidad de

blancos celulares, incluyendo supresores tumorales, factores de transcripcién y

coactivadores, transductores de sefales celulares y reguladores del crecimiento

celular (De la Cruz et al., 2004).
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A pesar de este hecho, el principal blanco celular de la proteina E6 y quizas el

mas importante es el supresor de tumor p53 (Longworth & Laimins, 2004).

La proteina p53, es un factor transcripcional que estimula la expresion de genes
involucrados en la regulaciéon del ciclo celular y apoptosis. La interaccion de la
proteina E6 conduce a la degradacion de p53 a través de la via de la ubiquitina,
permitiendo la inmortalizacion y la transformacion celular (Brown et al., 2012; Jiang

& Yue, 2014; Montovani & Banks, 2009; Munger & Howley, 2002).

E6 es también un factor de transcripcion capaz de estimular la produccién y
activacion de la subunidad catalitica de la telomerasa, la fibronectina y del

oncogen c-Myc (Longworth & Laimins, 2004; Montovani & Banks, 2009).

Proteina E7

La proteina E7 est4 formada por pequefos polipéptidos de aproximadamente 100
aminoacidos; esta proteina es fosforilada por la caseina Il en el dominio N-terminal

(Ganguly & Parihar, 2009; Munger, Basile, & Duensing, 2001).

E7 interactda con diversas proteinas celulares relacionadas con la regulacion de la
proliferacion celular, de manera particular, de la etapa de transicion de la fase G1

a la fase S del ciclo celular. (Longworth & Laimins, 2004)

Esta proteina se asocia con e inactiva a miembros de la familia de supresores de
tumores del retinoblastoma (Rb) (Longworth & Laimins, 2004). Asi mismo, esta
proteina es capaz de asociarse con las desacetilasas de histonas, factores de

transcripcion, diferentes ciclinas, cinasas dependientes de ciclina y algunos de sus
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inhibidores (Brown et al., 2012; Jiang & Yue, 2014; Munger, Baldwin, & Edwards,

2004).

Estas interacciones son los mecanismos por los cuales la proteina genera la
pérdida de la regulacion del ciclo celular, conduciendo a un aumento de la tasa de
proliferacion celular, a la inmortalizaciéon y finalmente a la transformacion

(Prendiville & Davies, 2004).
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Figura 3. Alteraciones en ciclo celular inducidas por oncoproteinas E6 y E7 de VPH. Tomado
de Prendiville & Davies, 2004

2.5.3 Clasificacion de tipos de VPH por riesgo oncogénico

Los VPH generan una gran variedad de lesiones proliferativas en la piel, la
mucosa oral, laringe y la regién anogenital. Estos virus han sido agrupados en 5
géneros basados en andlisis de secuencia de ADN, los cuales presentan

diferentes caracteristicas en cuanto a su ciclo de vida y enfermedades asociadas
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(Doorbar et al.,, 2012). Los géneros de VPH mas importantes son los

papilomavirus Alfa y Beta.

Gracias a estudios basados en el analisis de secuencias de ADN se han descrito
mas de 100 tipos de VPH, y por lo menos 20 de ellos muestran tropismo por el
tracto anogenital (Davies, Kornegay, & Iftner, 2001; Doorbar et al., 2012; H zur
Hausen, 1996). La mayoria de los VPH que afectan el &rea anogenital pertenecen
al grupo Alfa (Davies et al., 2001; de Villiers, Fauquet, Broker, Bernard, & zur

Hausen, 2004; IARC, 2012), como se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Arbol filogenético que representa la relacién de secuencias de 118 tipos de VPH.
Adaptado de E. de Villiers et al., 2004
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Los tipos virales que infectan el tracto genital se clasifican a su vez en dos grupos:
alto riesgo y bajo riesgo (Longworth & Laimins, 2004). Los tipos de bajo riesgo,
como su nombre lo indica, no se asocian al desarrollo de neoplasias; sin embargo,
éstos son capaces de producir lesiones genitales y cutaneas. Estas lesiones
pueden llegar a complicarse en personas fuertemente inmunosuprimidas y

pacientes con Epidermodisplasia verruciforme (Doorbar et al., 2012).

La Organizacion Mundial de la Salud, ha definido como tipos de alto riesgo
causantes de cancer a 12 tipos de VPH de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 56, 58, 59 y 66), con tipos adicionales como posible causa de cancer (68, 73).
De acuerdo a diferentes investigaciones, el tipo 16 es el mas prevalente de los
VPH oncogénicos, siendo detectado en mas de la mitad de los casos, seguido por
el tipo 18 involucrado hasta en el 15% de los mismos (Doorbar et al., 2012; IARC,

2012)

2.5.4 Infeccién por VPH

La infeccidon cervical por VPH es la enfermedad de transmision sexual mas
prevalente en el mundo, reportandose prevalencias del 2 al 44% en mujeres
sexualmente activas, con tasas mas altas en mujeres jovenes que decaen
conforme la edad aumenta. El VPH es transmitido a través de lesiones
microscoépicas en la superficie del epitelio cervical durante las relaciones sexuales

(Baseman & Koutsky, 2005).

El riesgo de infeccion por VPH esta asociado a factores relacionados con la

conducta sexual, como el inicio a temprana edad de la actividad sexual, un alto
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namero de parejas sexuales; otros factores como el uso de anticonceptivos orales,
la presencia de otras enfermedades de transmision sexual y el tabaquismo,
condicionan fuertemente el riesgo de infeccion y el posterior desarrollo de cancer
cervical (Baseman & Koutsky, 2005; Castellsagué, Bosch, & Mufoz, 2002;

kjellberg et al., 2000).

A pesar de que la infeccion por VPH es muy comun, el desarrollo de neoplasias
cervicales es poco frecuente. La mayoria de las lesiones cervicales producidas por
VPH tienen poca probabilidad de progresar a lesiones de alto grado y céncer

cervical, ya que la mayoria regresan o involucionan de manera espontanea.

El periodo de tiempo necesario desde la infeccion hasta el desarrollo de la
enfermedad pone de manifiesto que son necesarios otros factores para que
avance la enfermedad; entre estos se podrian mencionar, el estado nutricional e
inmunologico de la mujer, ciertos factores genéticos, multiparidad, inflamacién
cronica producida por otros microorganismos de transmisién sexual, variantes
virales intratipo, carga viral, asi como la persistencia viral (Castellsagué et al.,

2002; kjellberg et al., 2000).

Por otro lado, se ha encontrado que la infeccion con mdltiples tipos virales de VPH
esta asociada con persistencia viral (Mufioz et al., 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 (Bachtiary et al., 2002; van der

Graaf et al., 2002).

18



Después de una infeccion natural solamente la mitad de las mujeres infectadas
desarrollardn inmunidad contra la reinfeccion por el mismo tipo de VPH. Estudios
en paciente con VIH, sugieren la importancia que tiene el sistema inmunolégico
para la eliminacion de una infeccion por VPH (Hanisch et al., 2013; Hessol et al.,
2013; Stuardo et al., 2012); éstos demuestran que la persistencia de la infeccién
por VPH vy el desarrollo de lesiones precursoras de cancer son mas comunes en

mujeres inmunocomprometidas que en mujeres inmunocompetentes.

La respuesta inmune contra VPH es mediada por las células T citotoxicas,
requiriendo la interaccion de los antigenos virales y las células del complejo mayor
de histocompatibilidad clase |. De igual manera se estimula una respuesta
humoral; sin embargo, las IgG e IgA producidas no intervienen en el control de la
infeccion (Davies et al., 2001; Ouaguia, Mrizak, Renaud, Morales, & Delhem,

2014; Stanley & Sterling, 2014).

2.6 Historia natural del cancer cervicouterino

La historia natural del cancer cervical es un proceso patoldgico continuo, que
progresa de forma gradual desde lesiones moderadas a grados mas severos con

el desarrollo final de cancer invasor.

Cerca del 5 al 10% de las mujeres infectadas por VPH de alto riesgo adquieren
infecciones persistentes, que aumentan el riesgo de desarrollar lesiones
precancerosas de alto grado y desarrollar cancer cervicouterino si estas lesiones
no se tratan (Castellsagué et al., 2002). Las células de lesiones de bajo grado

permiten la sintesis de grandes cantidades de particulas virales; lo contrario ocurre
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en las lesiones de alto grado, donde la sintesis de ADN viral es baja (Middleton et

al., 2003).

Como se observa en la Figura 5, el evento desencadenante para la progresion de
una lesiéon de bajo grado a una lesion de alto grado es la integracion del genoma
viral al genoma celular, lo que conduce a la pérdida de la expresion de la proteina
E2, encargada de controlar la expresion de los genes virales tempranos,
provocando una falla en la regulacion de la sintesis de las oncoproteinas virales
E6 y E7, originando de esta manera una proliferacion desorganizada de las células
basales y parabasales, asi como la pérdida de la capacidad de reparacion del
ADN celular (Woodman, Collins, & Young, 2007). La expresion de estos genes es
un requisito indispensable para mantener el crecimiento neoplasico de las células

cervicales (Doorbar, 2007; von Knebel Doeberitz, 2002; Woodman et al., 2007).

La integracion es un evento tipicamente aleatorio, y puede ocurrir en cualquier
sitio del genoma celular, dando como resultado diferentes niveles de disrupcion en
la expresion de los genes virales (Chen, Williams, Filippova, Filippov, & Duerksen-

Hughes, 2014).

De esta manera la transformacion de las células normales se debe a una
alteracién, ya sea por mutaciones o re-arreglos genéticos, de dos tipos de genes:
los proto-oncogenes y los anti-oncogenes (genes supresores de tumores). Los
proto-oncogenes (c-myc, ras, erbB2) y los anti-oncogenes (p53 y Rb) son
componentes celulares normales cuyas funciones intervienen en el crecimiento,

desarrollo y diferenciacién celular (Keating, Ince, & Crum, 2001).
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Figura 5. Progresién cancer cervicouterino mediado por VPH. Tomado de Woodman et al.,
2007

2.7 Patologia del cancer cervicouterino

La clasificacion de las anormalidades histoldgicas, se introduce inicialmente en el
afio 1960, clasificando las anormalidades en NIC (Neoplasia Intraepitelial Cervical)
[, 1l, lll, de acuerdo a su grado de progresion; esta clasificacion ha sido la base

para el diagnéstico y manejo clinico de las lesiones cervicales (IARC, 2005).

La evolucion de las lesiones se caracteriza microscOpicamente por la
diferenciacion de las células epiteliales que de manera progresiva proliferan e
invaden el espacio epitelial. Inicialmente esta progresion fue descrita en funcion
del incremento en el grado de la displasia y carcinoma in situ. Las displasias y
atipias celulares no se infiltran a todo el espesor del epitelio, observandose una

tendencia a la maduracion y proliferacion celular normal en los estratos superiores;
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en el carcinoma in situ las atipias celulares comprometen todo el espacio epitelial,
siendo la ausencia de la invasion del estroma la diferencia histolégica entre el

carcinoma in situ y el cancer invasor (IARC, 2005; Sherman, 2003).

Con el objetivo de facilitar la comprension entre las diferentes terminologias, se
desarroll6 en 1988, en la Conferencia de Bethesda, Maryland, Estados Unidos,
una nueva clasificacion denominada “Sistema Bethesda” (Dim, 2012). La nueva
nomenclatura introduce los términos de lesiones intraepiteliales de bajo y alto
grado (LIEBG y LIEAG). LIEBG incluye el NIC I, o ligera displasia, coilocitosis y
condiloma; LIEAG incluye NIC II, NIC Il o displasia moderada o severa

respectivamente, y carcinoma in situ (Cox & Pathology, 2003).

A medida que se amplia el conocimiento de la historia natural de la enfermedad la
clasificacion de estas lesiones ha recibido diferentes denominaciones. La tabla 2
resume las diferentes nomenclaturas utilizadas en la interpretacion de citologias y

biopsias.

Tabla 2. Clasificaciones utilizadas en la interpretacion de citologias y biopsias

Sistema Organizacion Mundial NIC Sistema de Bethesda
clasificacion de la Salud
Papanicolaou

| Dentro de los limites normales

1 Cambios celulares benignos (ASC)

1l Displasia leve NIC | LIEBG
Displasia moderada NIC I
Displasia Severa NIC I LIEAG
\Y] Carcinoma in situ NIC Il
\/ Carcinoma invasivo Carcinoma invasivo Carcinoma invasivo

Nota. Fuente: IARC, 2005
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2.8 Diagnostico

Debido a que el céancer cervicouterino manifiesta una fase pre-maligna bien
definida se le considera una enfermedad detectable mediante pruebas de

tamizaje.

Considerando que el cancer cervicouterino es prevenible mediante tamizaje
regular y tratamientos tempranos, es necesaria la implementacion de estrategias
adecuadas de tamizaje y tecnologias que contribuyan a mejorar la deteccion

temprana.

2.8.1. Estrategias de tamizaje primario

Citologia convencional y colposcopia

De manera tradicional, las anormalidades cervicales son detectadas mediante la
aplicacion de la prueba de Papanicolaou, la cual consiste en el estudio
microscoépico de células individuales procedentes del epitelio de revestimiento. En
el andlisis se valoran cambios morfolégicos celulares, como tamafio del nucleo,
cromatina, relacion nucleo-citoplasma, desarrollo y maduracion celular y atipias

coilociticas (IARC, 2005).

Posterior a un resultado positivo por citologia, las mujeres son referidas a una
visita de colposcopia, la cual consiste en una inspeccion visual con un
estereoscopio de alta resolucion del cuello uterino al cual se ha aplicado &cido
acético para detectar cambios macroscopicos que pueden reflejar anomalias de

maduracién y diferenciacién celular. Es necesaria la recoleccion de biopsias de
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aquellas zonas que presentan las caracteristicas mas graves en sus cambios, ya
que la deteccién de la enfermedad se realiza mediante histologia a partir de las

biopsias tomadas en esta visita.

Gracias a la aplicacion de esta estrategia, en paises industrializados se ha logrado
reducir las tasas de morbilidad y mortalidad por cancer cervicouterino hasta en un
70% (Brown et al., 2012). Sin embargo, esta metodologia se encuentra limitada
debido a su baja sensibilidad (50%) y a la elevada susceptibilidad a variantes inter-
observador, reportdndose muchos resultados falsos positivos y falsos negativos
(Boulet, Horvath, Berghmans, & Bogers, 2008). Por su parte, las colposcopias
requieren de un personal entrenado en la técnica y un equipo costoso y es por ello
que la disponibilidad de una colposcopia en paises pobres se dificulta; por tal
motivo, se hace necesario enviar a mujeres a una colposcopia solamente cuando
tenga un alto riesgo de desarrollar cancer de cuello uterino y no generar una
sobrecarga en estos servicios al remitir mujeres con una infeccién por VPH

transitoria y con bajo riesgo de cancer de cuello uterino.

Deteccion de ADN viral

Luego del establecimiento del papel central que juega el VPH en el desarrollo de
cancer cervical, las estrategias de tamizaje primario han sido orientadas a la

deteccion de ADN viral en muestras cervicales.

Esta metodologia se considera la mas indicada en las mujeres mayores de 30
afos, en las que la infeccidn persistente por tipos de VPH de alto riesgo es un

factor importante para el desarrollo de lesiones cervicouterinas precancerosas y
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cancerosas. De forma muy similar a la citologia, se obtiene una muestra del cuello
uterino durante la exploracion clinica y luego se transporta al laboratorio para ser

procesada.

La detecciébn de ADN viral ha mostrado tener una capacidad de identificar los
casos positivos significativamente mayor que la citologia convencional (Leinonen
et al., 2009). Esto permite instaurar un tratamiento mas temprano y eficaz, y por
tanto disminuir la incidencia y mortalidad por cancer cervicouterino. Ademas,
ofrece la posibilidad de reducir el nUmero de pruebas de tamizaje necesarias a lo
largo de la vida de la mujer (Atkins, Jeronimo, Stoler, & Group, 2006; Naucler et

al., 2007).

Se ha sugerido que estas pruebas sean aplicadas como tamizaje primario, como
prueba de triaje en mujeres con resultados indeterminados o con lesiones de bajo
grado en la citologia cervical y como estrategia de seguimiento a mujeres después

del tratamiento (Lynge et al., 2014).

La prueba de ADN viral ha sido incluida en la normativa nacional de cuatro paises;
Estados Unidos fue el primer pais en utilizarla como estrategia de deteccion
primaria en combinacion con la citologia convencional. México, Italia y Espafa
igualmente la han incluido en su normativa nacional, disponibles en determinadas
comunidades (Saslow et al., 2012). Se prevé que en los préximos afos, otros

paises comiencen a utilizar esta metodologia como prueba de tamizaje primario.

Los métodos actualmente disponibles para la deteccion de ADN viral incluyen los

ensayos de hibridacion de acidos nucleicos no amplificables, métodos de
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amplificacion de sefal y los ensayos de amplificacién de &cidos nucleicos (Abreu,

Souza, Gimenes, & Consolaro, 2012; Boulet et al., 2008; Shen-Gunther & Yu,

2011), estas metodologias se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Ventajas y desventajas de métodos moleculares para deteccién de ADN de VPH

Método

Ventajas

Desventajas

Test

Hibridacion de
acidos nucleicos

Southern blot es el
estandar de oro para

Baja sensibilidad,
largo tiempo de

Southern blot,
hibridizacion In

el analisis de ADN procesamiento, situ, Dot blot
gendmico. cantidades
La presencia de relativamente grandes
VPH se asocia con de ADN purificado.
la morfologia. Southern blot e
hibridacion no se
puede emplear ADN
degradado
Ensayos de Cuantitativo, No genotipifican de Captura de
amplificacién de pruebas aprobadas manera individual Hibridos 2,
sefal por la FDA (Hc2), Cervista HPV
rangos de falsos
positivos bajos, alta
sensibilidad
Ensayos de Tecnologias flexibles Bajas sefiales de Microarray,
amplificacién de (carga viral y amplificacién de Papillocheck,
acidos nucleicos genotipos), elevada  algunos genotipos de PCR, PCR-
sensibilidad y VPH, contaminacién RFLP, PCR
disponibilidad de con material tiempo real,
multiples andlisis amplificado Abboott-tiempo
previamente real, Cobas
originando falsos 4800, INNO-
positivos LiPA, CLART
HPV2, APTIMA
HPV, otros

Nota: Fuente Shen-Gunther & Yu, 2011

2.8.2. Estrategias de tamizaje secundario o triaje

La prueba de tamizaje primario deberia ser capaz de detectar e identificar a la
mayoria de mujeres en riesgo sin necesidad de la aplicacion de procedimientos

diagnoésticos adicionales. Sin embargo, la mayoria de pruebas basadas en la




deteccion de ADN viral presentan un bajo valor predictivo positivo, teniendo como
resultado la referencia de mujeres con infecciones transitorias a consultas de

seguimiento innecesarias (Kyrgiou et al., 2006; Lynge et al., 2014).

En la actualidad se emplea una prueba de triaje a mujeres con resultado positivo
en la prueba de tamizaje primario basado en la deteccion de VPH para identificar a
aquellas mujeres con alto riesgo de cancer cervicouterino y que requieren de la

aplicacion de procedimientos invasivos adicionales.

Los procedimientos de triaje a mujeres con resultados positivos para VPH incluyen

métodos visuales, citologia, y biomarcadores.

Métodos visuales

Estudios demuestran que la inspeccion visual del cuello uterino después de aplicar
una solucion de acido acético (IVAA) o una solucién de Lugol (IVSL) es igual o
incluso mas eficaz que la citologia convencional en la identificacibn de mujeres
con lesiones precancerosas (Bhatla et al.,, 2012; Satyanarayana, Asthana,
Bhambani, Sodhani, & Gupta, 2014). La técnica es econdmica, sencilla y puede
ser realizado por personal sanitario de nivel medio. La crioterapia para tratamiento
de lesiones precancerosas podria realizarse en el mismo dia en que se ha hecho
el tamizaje, o pocos dias después, sin necesidad de llevar a cabo un paso

adicional de confirmacion diagnostica.

Algunas desventajas incluyen la limitada sensibilidad y especificidad, el

entrenamiento y experiencia del personal para identificar las lesiones, asi como la

27



necesidad de realizar capacitaciones continuas al personal (Gaffikin, McGrath,

Arbyn, & Blumenthal, 2007).

Citologia de base liquida

La citologia cervical en medio liquido (citologia liquida) fue aprobada en el afio
1996 por la FDA; en ella se emplea un solo cepillo para la recoleccién de células,
las cuales son suspendidas y fijadas en un medio liquido; un analizador las
procesa eliminando artefactos antes de su extension sobre un portaobjetos en
monocapa (Simion, Caruntu, Avadanei, Balan, & Amalinei, 2014). La metodologia
fue desarrollada para dar solucion a los inconvenientes de la citologia
convencional: capturar la totalidad de la muestra, inadecuada fijacion, distribucion
aleatoria de células anormales, presencia de elementos perturbadores y calidad
del frotis (Cox, 2004; Siebers, Klinkhamer, Vedder, Arbyn, & Bulten, 2012). Entre
las desventajas mencionaremos que requieren un tiempo de procesamiento mas
largo, necesidad de formacion especializada para la interpretacion de los estudios

y aumento del costo en todas las fases del proceso.

Biomarcadores

Diferentes biomarcadores proteicos han sido evaluados para determinar su utilidad
en la deteccion del cancer cervicouterino. Muchas de estas proteinas se
encuentran involucradas en la regulacion del ciclo celular, transduccion de
sefales, replicacion de ADN vy proliferacion celular (Brown et al., 2012). La
alteracion en la expresion de estas proteinas es producto de la union de los
oncogenes E6 y E7 de VPH de alto riesgo a proteinas reguladoras en la célula

huésped (Sharma & Agarwal, 2014), degradando los productos de los genes
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supresores de tumor p53 (Wilting et al., 2013) y la inactivacion de la proteina del
retinoblastoma (pRb), alterando la regulacion del ciclo celular (Brown et al., 2012;

Montovani & Banks, 2009; Munger et al., 2001).

‘ Normal

NIC 11

Aberraciones inducidas por VPH

Desregulacion ET Marcador de presencia NIC

Induccién fase S aberrante Marcador de presencia NIG

Metilacion VPH Marcador de triage mujeres WPH positivo

Integracién WPH Marcador limitado (demanda técnica)

Aberraciones célula huésped

Marcadores de triage en mujeres VPH
positivo
Metilacid hué d
flacion genes huespe Marcadores de triage NIC avanzado y
cancer cervical en mujeres VPH positivo

Alteracion expresion miRMAS Marcadores detriage en mujeres VPH
positive

Alteracion expresion miRMAs

Figura 6. Cambios celulares involucrados en la progresion de neoplasia intraepitelial a
cancer. Adaptado de Steenbergen, Snijders, Heideman, & Meijer, 2014

Marcador limitado (demanda técnica)

e ARNM viral

Los ensayos que detectan ARN de VPH han sido disefiados para detectar de
manera especifica RNAm virales que codifican para proteinas E6 y E7, ya que son
considerados los factores criticos en el desarrollo de cancer cervical. Estas
pruebas se basan en el principio de que el proceso carcinogénico es iniciado y
mediado por las oncoproteinas E6 y E7 de VPH, y por ende, la expresion excesiva
de los respectivos genes es un marcador de aumento del riesgo de lesiones

precancerosas o cancer (Liu et al., 2014).
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Se ha propuesto que la deteccion de la expresion de los oncogenes E6/E7 podria
ser mas especifica y predecir mejor el riesgo de cancer que las pruebas que

detectan solamente ADN del VPH (Stathopoulou et al., 2014).

e Integracion viral

La integracion del genoma viral es un indicador de inestabilidad cromosomica
severa y una etapa avanzada en el proceso de transformaciéon celular; se han
desarrollado diferentes metodologias para detectar la integracion viral al genoma
celular, basada en la cuantificacién del radio de E2 y E6/E7 (Zhang et al., 2014). EI
determinar el grado de integracion se traduce en una elevada especificidad para la
deteccion de lesiones avanzadas, pero presenta una limitada sensibilidad, ya que
no ha sido detectada en la totalidad de los casos positivos (J. L. Cheung, Cheung,
Yu, & Chan, 2013). La deteccion de puntos de integracion de VPH para lesiones
neoplasicas ha mostrado un alto potencial como marcador de progresion, es decir,
para detectar las lesiones que claramente requieren tratamiento. A pesar de que
cada evento de integracion es Unico con respecto al sitio especifico de integracion,
estudios han determinado que todas la células clonales en lesiones de alto grado y
cancer se relacionan con el sitio de integracion de VPH, considerando de esta
manera utilizar la integraciéon de VPH como un marcador tumoral especifico en la
vigilancia post-tratamiento (Vinokurova et al., 2005; Wang, Dai, Chu, Cui, & Xu,

2013; Zhang et al., 2014).

30



e Biomarcadores celulares

La inactivacion funcional de los oncosupresores p53 y pRB por las oncoproteinas
virales E6 y E7 determinan la alteracién de diferentes vias involucradas en la
transformacion celular y desarrollo de cancer (Montovani & Banks, 2009), ya que
presentan una alta capacidad de inmortalizar y transformar queratinocitos, con un

alto nivel de inestabilidad cromosémica.

El estudio molecular de los procesos de transformacion celular ha revelado un
complejo grupo de interacciones entre las proteinas virales con reguladores
celulares involucrados en diversos procesos biologicos, principalmente en la

regulacion del ciclo celular.

o P16NK4a

En células en reproduccion E2F esta regulada por la fosforilacion de pRB. La
fosforilacién es regulada por ciclinas dependientes de kinasas y otros inhibidores
de kinasas, como CDK4 y CDK6. Cuando se produce una expresién anormal de
E7 en las células basales se produce la ruptura de la union de pRB y E2F, la cual
se ve contrarrestada con la expresidon masiva de pl6INK4a, un importante
inhibidor CDK (Wu, Li, Zhu, & Liu, 2014). De manera normal p16INK4a se expresa
cuando las células se encuentran bajo estrés gendmico, induciendo en las células
la detencion del ciclo celular de forma irreversible, para activar finalmente la
apoptosis. Por ello, este marcador ha sido considerado un marcador poco
representativo de la expresion de los oncogenes virales, ya que puede ser

expresado en ceélulas envejecidas de manera natural o con estrés genomico

31



(Klaes et al., 2002). Sin embargo, en un estudio realizado se demostré que las
lesiones de bajo grado positivos para pl6INK4a tienen un mayor riesgo de
progresion que las lesiones negativas, lo cual sugiere que pl6INK4a podria ser
empleado como marcador para discriminar lesiones con un mayor riesgo de

progresion (Genoveés et al., 2014).

o K1-67

El aumento de la proliferacion de células del epitelio cervical inducida por la
expresion sin regulacién de oncogenes de VPH se ve reflejada por la activacion de
marcadores de proliferaciéon, como el antigeno K1-67, el cual es expresado
durante la fase G2 y la fase mitética del ciclo celular (Ancuta et al., 2009; Brown et
al., 2012). Kruse y col. han demostrado que la deteccion de K1-67 en un grupo de
células puede discriminar células con lesiones de bajo grado de células normales
al analizar la asociacion entre el grado de la lesidn y la localizacion epitelial de las

células positivas para K1-67(Kruse et al., 2002).

e mMiRNAs (MicroRNAS)

Los miRNAs son secuencias reguladoras de ARN no codificante de 21-22
nucleétidos que se unen a regiones no traducidas de ARN diana, que inhiben la
traduccion de proteinas o inducen la degradacion de ARNm (Sharma & Agarwal,
2014). La expresion de miRNAs de manera alterada ha sido asociada con el mal
funcionamiento de proteinas supresoras de tumores o la expresion descontrolada
de oncogenes virales (Granados Lopez & Lopez, 2014). Los perfiles de expresion

de miRNAs son altamente especificos y se encuentran generalmente alterados en
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los cénceres, lo cual puede deberse a alteraciones en el nimero de copias de

ADN o alteraciones epigenéticas (Sharma & Agarwal, 2014).

Diversos miRNAs, como miR-9, miR-145, miR146a, miR-199a, miR200a y miR-
424, han sido encontrados desregulados en carcinomas cervicales. Estudios en
los cudles se evaltan la transformacion de lesiones precancerosas han mostrado
que la expresion alterada de varios miRNAs constituye un evento que se
desarrolla de manera temprana en la carcinogénesis inducida por VPH (Pereira,

Marques, Soares, Carreto, & Santos, 2010; Wilting et al., 2013)

e Metilacibn de ADN

La metilacion de ADN es un proceso epigenético que participa en la regulacién de
la expresion de genes de dos maneras, ya sea directamente al impedir la unién de
factores de transcripcion, o de forma indirecta dando lugar a la estructura “cerrada”
de la cromatina (Johannsen & Lambert, 2013). El ADN presenta regiones de 1000
a 1500 pb ricas en dinucleétidos CpG, las cuéles son reconocidas por enzimas
ADN-metiltransferasas, que durante la replicacion del ADN metilan el carbono 5 de
las citosinas de la cadena recién formada (Greer & McCombe, 2012), manteniendo
de esta forma la memoria del estado metilado en la molécula de ADN hija (Clarke

et al., 2012; Greer & McCombe, 2012).

Los genes de células preneoplasicas, cancerosas y envejecidas comparten tres
cambios en cuanto a su nivel de metilacibn como marcadores tempranos en el
desarrollo de tumores. En primer lugar, la hipometilacion de la heterocromatina

gue produce inestabilidad genémica, incrementando los eventos de recombinacién
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mitética; en segundo lugar, la hipermetilacion de genes individuales y en tercer
lugar, la hipermetilacion de las islas CpG de genes constitutivos y genes
supresores de tumores. De forma general, los procesos de hipermetilacion se
asocian al silenciamiento de genes y la hipometilacién se asocia con la sobre-
expresion de ciertas proteinas las cuales se encuentran involucradas tanto en el
proceso de invasion como en el proceso de metastasis (Clarke et al., 2012;
Vaissiere, Sawan, & Herceg, 2008), siendo asociada a su vez directamente con la

severidad de la enfermedad. (Johannsen & Lambert, 2013; Lai et al., 2008)

En los ultimos afos las tecnologias basadas en la deteccion de ADN metilado son
consideradas herramientas valiosas para el diagnéstico, terapia y prondstico
temprano de cancer, a su vez permiten clasificar los canceres considerando los
subtipos histolégicos y el grado de malignidad (Clarke et al., 2012; Lai et al., 2008;

Vaissiére et al., 2008).

2.9 Prevencion

El tamizaje y tratamiento temprano se emplea para identificar y tratar lesiones
precancerosas tras la infeccion y persistencia del VPH. Debido a que las pruebas
de deteccion cervical solo reconocen o detectan cambios neoplasicos después
gue se han producido, la vacunacién contra VPH puede ser considerada como la
forma primaria de prevencion (Armstrong, 2010). Para que la eficacia de la
vacunacidén sea maxima, las nifias deben vacunarse antes de que se produzca a
infeccion por VPH, lo que ocurre a menudo poco tiempo después de inicio de la

actividad sexual.
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En la década de los 90 se logra la produccion in vitro de las “virus-like particles”
(VLP), las cuales son estructuralmente y antigénicamente similares a los viriones,
pero que al no contener el genoma del virus, no tienen la capacidad de replicacion,
causar infeccién y mucho menos cancer, pero mantienen intacta la capacidad de

estimular el sistema inmunolégico (Nayereh & Khadem, 2012).

Hasta el momento se han desarrollado dos vacunas profilacticas: una
cuadrivalente (Gardasil, Merck and Co, Inc) que contiene VLP de dos tipos de alto
riego (tipo 16 y 18) responsables en conjunto del 70% de los céanceres
cervicouterinos, y dos de bajo riesgo (tipo 11 y 6) responsables del 90% de las
verrugas genitales y la papilomatosis respiratoria recurrente, y una segunda
vacuna bivalente (Cervarix, GlaxoSmithKline Biologicals) que contiene VLP de
VPH 16 y 18. Tanto Gardasil como Cervarix son vacunas de subunidades no
infecciosas compuestas por VLP, las cuales se auto-ensamblan a partir de 360
copias de L1, la principal proteina estructural del virion (Schiller, Castellsagué, &
Garland, 2012). Aunque de forma conceptual ambas vacunas son similares, éstas

difieren en ciertos aspectos, que se resumen en la Tabla 4.

Las Ultimas etapas de los ensayos de fase lll que analizan las vacunas
profilacticas contra VPH en mujeres jovenes se encuentran completas en gran
medida. Ambas vacunas han mostrado excelentes perfiles de seguridad e
inmunogenicidad y una elevada eficacia contra los tipos virales para los cuales van

dirigidas (Schiller et al., 2012).

35



Tabla 4. Caracteristicas de Vacunas de VPH

Gardasil Cervarix

Fabricante Merck GlaxoSmithKline

Tipos 6/11/16/18 16/18

Dosis de la proteinaLl  20/40/40/20 pg 20/20 pg

Células productoras Saccharomyces cerevisiae Trichoplusia ni (Hi5) linea
expresando L1 celular de insecto infectadas

con baculovirus recombinante

Adyuvante 225 ug de aluminum 500 pg hidréxido de aluminio,
hydroxyphosphate sulfate 50 pg 3-O-4’-monofosforil lipid
A
Programa de 0,2,6 meses 0, 1, 6 meses
vacunacion

Nota: Fuente: Schiller et al., 2012

A partir de afio 2006, la vacuna contra VPH ha estado disponible en diferentes
paises, y sea a través de los programas de salud publicos, o a través del sector
privado para aquellas mujeres que puedan pagarla. Claramente el descubrimiento,
desarrollo y evaluacion de las vacunas contra VPH constituye uno de los avances
mas importantes en la prevencién del cancer cervicouterino, y la introduccion de
estas vacunas en los paises pobres, quienes sufren las mayores consecuencias

de la infeccién por el virus es un elemento importante que debe considerarse.

Por razones practicas, no se han llevado a cabo los estudios directamente en la
poblacién diana (adolescentes y nifios) de los programas actuales de vacunacion;
sin embargo, los estudios de inmunogenicidad demuestran excelente seguridad y

una fuerte respuesta inmune en la adolescencia. Estos estudios, junto con los
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resultados de las respuestas de anticuerpos duraderos y la proteccion de los
adultos jovenes, sugieren una proyeccion optimista de la eficacia de las vacunas

en los programas de vacunacion de los adolescentes (Nayereh & Khadem, 2012).

El 10 de diciembre de 2014, la FDA aprobo la vacuna nonavalente, Gardasil 9, que
previene la infeccién por 9 tipos de VPH: ademas de los tipos 6, 11, 16 y 18,
previamente incluidos en la vacuna tetravalente, incluye a 31, 33, 45, 52 y 58. La
aprobacion es para nifias y mujeres entre los 9 y 26 afos y varones entre los 9 y
15 afos, para prevenir cancer cervical, vulvar, vaginal y anal causado por los tipos
de VPH de alto riesgo 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58 y la prevencion de las verrugas

genitales asociadas a los tipos de VPH de bajo riesgo 6 y 11

Actualmente se anuncia una nueva vacuna de VPH para mujeres que han tenido
un contacto previo con el virus; la vacuna estara disponibles con el nombre

ProCervix y esta probandose en varios paises de la Union Europea.
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CAPITULO 3

3 METODOLOGIA

3.1 Objetivo General

Determinar el desempefio (sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
negativo) de las estrategias alternas de tamizaje y triaje de cancer cervicouterino
en mujeres de 30 a 64 afios en el Municipio de Valle de Angeles, Francisco

Morazan.

3.2 Objetivos Especificos

1. Determinar el desempefio como estrategia de tamizaje primario la prueba
de Hibridacion reversa (LiPA) en comparacién con la prueba de Captura de
Hibridos (hC2) parala deteccion de VPH.

2. Determinar el desempefio de la citologia de base liquida para la deteccién
de lesiones precursoras de cancer en comparacién con la citologia
convencional en mujeres VPH positivo.

3. Determinar la proporcion de mujeres VPH positivo que expresan la
oncoproteina E6 con riesgo de desarrollar lesiones precancerosas y cancer
cervical.

4. Evaluar como posible marcador prondstico de cancer cervicouterino la

prueba de ADN metilado en mujeres VPH positivo.
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3.3 Hipotesis

1. Las técnicas para la deteccidbn de ADN viral evaluadas (hC2 y LiPA)
presentan una sensibilidad y especificidad similares, constituyendo
metodologias aplicables como estrategias de tamizaje primario de cancer
cervicouterino.

2. Los métodos de triaje evaluados presentan un alto valor prondstico para

detectar cambios precancerosos o cancerosos en mujeres VPH positivo.

3.4 Disefio de Investigacion

El disefio del estudio fue de tipo prospectivo y corte transversal.
3.5 Periodo de estudio

El estudio se realiz6 entre los meses de marzo 2014 y diciembre 2014.
3.6 Poblacion de estudio

Por ser el objetivo del estudio la evaluacibn de métodos de tamizaje y triaje de
cancer cervicouterino, la poblacién estuvo constituida por mujeres entre los 30 y
64 afios de edad de una comunidad fuera del casco urbano de Tegucigalpa

donde el tamizaje no es accesible a todas las mujeres.

La recoleccion de las muestras se llevo a cabo en el Municipio de Valle de
Angeles, Francisco Morazan, situado a 30 Kildémetros al noreste de Tegucigalpa,

en dos Centros de Salud (CESAMO) dependientes de la Secretaria de Salud:
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CESAMO Valle de Angeles y CESAMO Cerro Grande. Ambos centros contaban

con la infraestructura y el personal adecuado para la atencion a la mujer.
3.7 Muestra

Se aplicd un muestreo por conveniencia. Se incluyeron en el estudio todas las
mujeres elegibles que acudieron al tamizaje por invitacion, perifoneo o a través de
afiches o volantes, con el objetivo de que todas las mujeres que residian en el
area tuvieran la oportunidad de participar. Se tuvo como meta, la colecta de 300

muestras de raspados cervicales de mujeres entre los 30 y 64 afios de edad.

El tiempo de muestreo para alcanzar la meta fue dependiente del flujo de mujeres
que acudieron voluntariamente a participar en el estudio y que reunian los criterios

de inclusion.
3.8 Seleccién de los participantes

Se seleccionaron las mujeres que cumplieron con los siguientes criterios de

inclusion:

e Edad entre 30 y 64 afios

e Mentalmente competente para comprender el consentimiento
informado

e Capaz de comunicarse con el personal del estudio

e Ser apta fisicamente para realizarle el examen ginecoldgico
Se excluyeron aquellas mujeres que:

o Reportaron ausencia de actividad sexual previa
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e Reportaron historia de cancer de cuello uterino
e Reportaron tratamiento para lesiones precancerosas en los
altimos 6 meses

e Hubieran sido tratadas mediante histerectomia

En el CESAMO el proceso del consentimiento informado se llevdé a cabo por
personal capacitado, médicos o enfermeras. A las mujeres participantes se les
explicé el objetivo del estudio, los beneficios y riesgos de su participacion; las
mujeres tuvieron tiempo para hacer preguntas y aclarar dudas. Las mujeres que
aceptaron participar firmaron el consentimiento informado; el consentimiento fue
firmado por un testigo en los casos de mujeres participantes que no sabian leer ni
escribir. En el caso de que la mujer deseaba tomarse un tiempo para decidir se
diferia y aquellas que no quisieron participar se les agradecié y record6 la

importancia de realizarse el tamizaje para cancer cervical.

Las mujeres participantes proporcionaron su informacion de contacto (nombre,
direccién y teléfono). Se garantizO a cada participante que toda la informacién
proporcionada seria manejada con confidencialidad y que su participacion era

libre y voluntaria.

3.9 Recoleccién de muestras

Una vez llevado a cabo el proceso de consentimiento informado, se asignoé un
namero de estudio a cada participante, a las que un médico les realizo la
recoleccion de células cervicales. Después de insertar un espéculo de tamafio

adecuado, el personal de salud entrenado tomo6 una muestra de células del cuello
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uterino usando un aplicador de Dacron, el cual fue transportado sin medio de
conservacion. Posteriormente se utilizaron 2 cepillos de recoleccion adicionales.
Para realizar la citologia convencional, se utilizé el primero de los cepillos, el cual
fue lavado vigorosamente en un vial con medio de conservacion (PreservCyt); se
procedi6 a recolectar la tercera muestra de ceélulas cervicales empleando el

segundo cepillo de recoleccion.

Los viales de PreservCyt y el Dacron se mantuvieron a temperatura ambiente,
hasta ser trasladados el mismo dia al Laboratorio de Biologia Molecular de la
Universidad Nacional Auténoma de Honduras, para realizar las respectivas
pruebas moleculares para la deteccion de VPH utilizadas como métodos de

tamizaje primario y la ejecucién de las diferentes pruebas de triaje bajo evaluacion.

3.10 Analisis de laboratorio

3.10.1 Células cervicales en PreservCyt

La solucion PreservCyt es un reactivo conservante tamponado cuyo componente
principal es el metanol, que actia como medio de transporte, conservante y
antibacteriano para muestras ginecolégicas. Este medio de trasporte es aplicable

a diferentes tecnologias empleadas para la deteccion de ADN de VPH.

Inicialmente las muestras se utilizaron para realizar la prueba primaria de VPH
mediante deteccién del ADN viral, usando un método de deteccién altamente
sensible, especifico y aprobado por la FDA. El método utilizado fue el de hC2. De
igual manera las muestras fueron evaluadas utilizando un segundo método de

deteccion del ADN viral mediante la prueba de LiPA con aprobacion CE.
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Las muestras de PreservCyt de las mujeres con resultado de VPH positivo, se
utilizaron para producir una lamina de citologia de base liquida, y determinar el
grado de metilacion de ADN; por su parte, el aplicador de Dacron se utilizo para el

ensayo de deteccion de la oncoproteina E6.

3.10.2 Captura de Hibridos 2

Todas las muestras fueron analizadas para tamizaje primario con la prueba hC2.
Este es un ensayo de hibridacion de acidos nucleicos con amplificacion de la
sefal; el sistema emplea una microplaca quimioluminiscente para su deteccion.
Contiene 13 sondas para virus de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59 y 68), pero no permite distinguir entre los diferentes tipo virales ni la

presencia de infecciones multiples.

Las muestras que contienen al ADN diana se hibridan con una sonda especifica
de ARN de VPH; los hibridos ARN-ADN resultantes se capturan sobre la superficie
de una microplaca, cuyos pocillos estan recubiertos con anticuerpos especificos
para hibridos de ARN-ADN. Los hibridos inmovilizados se hacen reaccionar con
un conjugado de fosfatasa alcalina y anticuerpos especificos para hibridos ARN-
ADN, para ser detectados posteriormente por un sustrato quimioluminiscente. A
medida que el sustrato es escindido por la enzima unida, se emite luz que se mide
como unidades relativas de luz (RLUS) las cuales son detectadas y cuantificadas

por un luminémetro.

Una medicion de RLUs igual o mayor al punto corte indica la presencia de

secuencias de ADN de VPH de alto riesgo en la muestra. Por su parte, una
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medicion menor al punto de corte indica la ausencia de secuencias de ADN de
VPH de alto riesgo o niveles de ADN de VPH menores al limite de deteccion del
ensayo. La prueba permite detectar 1 pg/ml de DNA/HPV, equivalente a 0.1 copia

viral/célula.

Se siguieron las instrucciones del fabricante para su utilizacion.

3.10.3 LiPA (Genotyping kit HPV GP, versién 2)

El ensayo se basa en la hibridacién reversa empleando cebadores GP5+/6+ para
la identificacién cualitativa de los tipos de VPH clasificados de alto riesgo
oncogénico 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 y 82;
asi como la deteccion de los tipos de VPH de bajo riesgo mas comunes 6, 11, 30,
67 y 70, en muestras de ADN extraidas a partir de especimenes clinicos. Se
emplea la deteccion de B-Globina para garantizar la calidad de la muestra vy la

presencia de factores inhibidores.

Durante el proceso de genotipificacion, los amplicones biotinilados
desnaturalizados, que son el resultado de la amplificacion de una porcién de la
region L1 con cebadores GP, son hibridados con sondas de oligonucleotidos
especificos, los cuales se encuentran inmovilizados como lineas paralelas en tiras
de nitrocelulosa. Después de la hibridacién y un lavado astringente, el conjugado
estreptavidina-fosfatasa alcalina es adicionado; éste se une a los hibridos
biotinilados formados previamente. La incubacién con cromégeno BCIP/NBT da

lugar a un precipitado puarpura, siendo el resultado interpretado de manera visual.
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3.10.4 Citologia de base liquida

La lamina de citologia de base liquida se realiz6 empleando el sistema Thinprep
de Hologic en todas aquellas muestras que resultaron positivas para VPH en el
tamizaje primario. El procesador es una unidad para la preparacion automatizada
de cualquier monocapa de células, en nuestro caso para realizar la lamina de
citologia cervicouterina. Una vez en el procesador, la muestra es purificada de
restos de sangre, moco, desechos no celulares y debris, mediante una suave
dispersion. Las células son posteriormente recolectadas por un filtro disefiado
especificamente para esta funcién. A continuacién una fina capa es transferida en
un portaobjetos de vidrio en un circulo de 20 mm de didmetro, siendo depositada
automaticamente en una solucion fijadora. Las laminas fueron preparadas en el
Laboratorio del Proyecto Epidemiolégico Guanacaste, en la Ciudad de Liberia,
Costa Rica; y evaluadas por un médico patélogo adjudicado al Proyecto en
Guanacaste. Previ6 al envio de las mismas la estudiante de Maestria se traslado a

ese pais para ser capacitada en la ejecucién de la prueba.

3.10.5 Oncoproteina E6

Las muestras de las mujeres con un resultado VPH positivo fueron analizadas
para la deteccion de la oncoproteina E6 de VPH 16/18 mediante un ensayo

inmunocromatografico (AVantage HPV E6 Test, Arbor Vita Corporation).

La técnica se basa en la captura y deteccion de la oncoproteina E6 utilizando
anticuerpos monoclonales de alta afinidad (mAB) acoplados en una tira de

nitrocelulosa. Se permite la migracion capilar del lisado celular a través de la tira
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de reaccion, donde el analito es detectado por el conjugado mAB-fosfatasa
alcalina (AP). ElI complejo mAB-AP-analito en la tira de reaccion es visualizada

mediante la adicién de sustrato, produciendo una linea coloreada.

3.10.6 Metilacion de ADN

Patrones anormales de metilacion en el ADN han sido asociados a una mayor
actividad carcinogénica, y las modificaciones epigenéticas en el ADN debido a
patrones aberrantes de metilacibn en ciertos genes han sido identificadas en
multiples tipos de cancer. En algunos canceres humanos, incluyendo el cancer de
cérvix, canceres de cuello y cabeza, y en el cancer gastrico, se han detectado la
metilacion de los loci CADM1 (molécula de adhesion celular 1), MAL (proteina

asociada a maduracion de linfocito T) y/o miR 124-2.

En nuestro estudio las muestras positivas para VPH fueron analizadas con el
ensayo de PCR en tiempo Real gMSP para la deteccion combinada de CADM1,
MAL y miR124-2 metilados a partir de muestras cervicales. El ensayo se llevo a
cabo en el laboratorio DDL Diagnostic Laboratory de Vreiburg, Holanda,
desarrolladores y donantes de la prueba. El ensayo fue ejecutado por la Asesora
de Tesis, quien se traslad6 a ese pais donde fue capacitada para la realizacion del

mismo.

El ADN de las muestras cervicales fue aislado empleando el sistema MagNAPure
de Roche para la extraccibn automatizada de acidos nucleicos de acuerdo al
protocolo del fabricante. EI ADN extraido fue sujeto a un tratamiento con bisulfito

empleando el kit EZ DNA Methylation. El andlisis de metilacion de CADM-1, MAL y
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miR124-2 fue llevado a cabo con un PCR Multiplex gMSP (PreCursor-M); este
sistema emplea cebadores y sondas especificas para CADM-1, MAL y miR124-2

metilados, asi como B-actina como control de calidad de la muestra.

3.11 Analisis de datos

3.11.1 Manejo de datos

A cada participante se le asigndé un niumero unico de identificacion para el estudio
y toda informacion que permitia identificarla fue manejada de forma confidencial.
La recoleccion de datos se llevd a cabo usando formularios estandar, basados en
manuales de operaciones. Se cred un registro electronico y un libro de registro

como respaldo.

3.11.2 Analisis estadistico

En el estudio se evalu6 el rendimiento de nuevas técnicas de tamizaje y triaje para

cancer cervicouterino en mujeres entre los 30 y 64 afios.

Para evaluar el primer objetivo se emplearon los resultados de cada prueba para
calcular la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo de cada una con sus correspondientes intervalos de confianza del 95%.
Dichas caracteristicas se evaluaron haciendo uso de las Curvas ROC para la

determinacién grafica de rendimiento.

Se determind el nivel de concordancia, mediante el calculo del valor Kappa entre
los resultados de la citologia de base liquida y la citologia convencional para

cumplir el segundo objetivo propuesto.
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Para el cumplimiento del tercer objetivo establecido se determiné la proporcion de
mujeres VPH positivo que expresaban la oncoproteina E6, sugiriendo un mayor

riesgo de desarrollar lesiones precancerosas y cancerosas.

Para el objetivo 4 se determin6 la proporcion de mujeres VPH positivo que
manifestaban niveles detectables de metilacion en los promotores de los genes

CADM1, MAL y miR 124-2.
3.12 Consideraciones éticas

El estudio fue sometido para evaluacién al Comité de Etica de Investigacion de
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoonoticas (CEI-MEIZ), el cual obtuvo su
respectiva aprobacion. Todas las mujeres participantes en el estudio firmaron el
formulario de consentimiento informado. Este incluia detalles acerca de los
antecedentes, procedimientos del estudio, riesgos y beneficios, la declaraciéon de
confidencialidad, el uso de las muestras y el personal del estudio que debian

contactar en caso necesario.

El estudio fue considerado de riesgo minimo ya que los procedimientos
constituyen una practica habitual en los programas de tamizaje de cancer de
cuello uterino. Se asegurdé de que las mujeres comprendieran que continuaban
teniendo acceso a su atencidbn médica usual si se negaban a participar en el
estudio. También se garantizé que las mujeres que aceptaran participar estuvieran
conscientes de que podian retirarse del estudio en cualquier momento sin que

esto afectara su acceso al tamizaje regular de cancer de cuello uterino.
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3.13 Consideraciones de bioseguridad

El tipo de agente biologico estudiado representa un riesgo minimo de infeccién por
lo que todos los procesos de laboratorio fueron desarrollados en un laboratorio de

bioseguridad tipo I1.

Tanto las muestras de raspados cervicales como los reactivos utilizados en el
estudio fueron manejados siguiendo los lineamientos basicos del Oficial de

Bioseguridad de la Maestria de Enfermedades Infecciosas y Zoonoticas.
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CAPITULO 4

4 RESULTADOS

La recoleccion de muestras cervicales se realizO en dos comunidades del
municipio de Valle de Angeles, Francisco Morazan; se recolectaron un total de 300
dacrones, 300 citologias convencionales y 300 raspados cervicales de mujeres
entre 30 y 64 afios de edad. El periodo de recoleccion comprendié los meses de
abril y julio del afio 2014; la recoleccion de muestras se realizé siguiendo los POEs
del estudio, garantizdndose de esta forma la adecuada calidad de las muestras a

estudiar.
4.1 Descripcién de la poblacion

Las participantes del estudio cumplieron con el criterio de inclusién de una edad
comprendida entre los 30 y 64 afos, reportando una edad media de 40.5 afios y
una mediana de 40 afos. Los rangos de edad establecidos se muestran en la

Figura 7.
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Figura 7. Distribucion por edad de las participantes
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El muestreo estratificado incluyé mujeres entre los 30-40 afios (154/51%), esta
poblacion presentd una mayor anuencia a participar por lo cual se encuentra en
mayor proporcion. El 27% (82 participantes) correspondié a mujeres entre los 41-
50 afios de edad y un 21% (64 participantes) entre los 59-64 afos; todas

cumplieron con los criterios de inclusion del estudio.

4.2 Citologia Convencional

La citologia convencional es la prueba utilizada por el Sistema de Salud Nacional
para referir a las mujeres con un resultado anormal a una visita de colposcopia; en
esta visita se realiza una evaluacion cervical detallada en busca de lesiones

sospechosas de cancer y la recoleccién de biopsias cuando la lesion lo amerita.

Los resultados obtenidos se detallan a continuacion en la Tabla 5.

Tabla 5. Distribucion de la frecuencia de resultados de citologia convencional

Citologia convencional No. %
Negativo 288 96

AGC 1 0.3
Inadecuada 11 3.7

Total 300 100

AGC: Células glandulares anormales

Se evalu6 un total de 300 citologia cervicales convencionales; de éstas 11 (3.7%)
reportaron una muestra insatisfactoria para diagndéstico, siendo algunas razones
los frotis oscurecidos por sangre, frotis oscurecidos por inflamacion y en otros la
ausencia de componentes de la zona de transformacion. En solamente una (0.3%)

de las muestras citologicas fue posible la deteccion de cambios celulares
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indicativos de una posible neoplasia, la cual fue confirmada posteriormente por
colposcopia e histologia. Por su parte, 288 (96%) citologias convencionales
tuvieron un resultado negativo por malignidad, reportandose solamente 3 muestras

con cambios reactivos por inflamacion.

4.3 Captura de Hibridos 2

Las muestras fueron evaluadas con la prueba de hC2 aprobada por el FDA de la
casa comercial DIGENE, para detectar la presencia de ADN de VPH en las
muestras cervicales. Al emplear esta metodologia como tamizaje primario se
obtuvieron dos poblaciones: mujeres VPH negativo, resultado que determiné su
finalizacion de su participacion en el estudio, y mujeres VPH positivo quienes
constituyeron la cohorte del estudio. Las mujeres de la cohorte fueron citadas a
una segunda visita para una evaluacion por colposcopica. La Tabla 6 muestra las

frecuencias de VPH al aplicar la prueba de hC2.

Tabla 6. Prevalencia de VPH por Captura de Hibridos 2

hC2
FA FR %
Positivo 35 0.12 12
Negativo 265 0.88 88
Total 300 1 100

Del total de 300 muestras cervicales analizadas en PreservCyt, en el 12% (35) fue
posible detectar ADN viral de alto riesgo oncogénico; por su parte, en el 88% (265)

de las muestras no se detectd ADN viral de los tipos oncogénicos detectados por
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la prueba. Estos resultados muestran una prevalencia del 12% de infeccién por

VPH en poblacién aparentemente normal.

4.3.1 Caracteristicas de desempefio de hC2

Para el célculo de la sensibilidad y especificidad relativa de hC2 como tamizaje
primario para referir mujeres a una segunda evaluacion, los resultados obtenidos
fueron comparados con los resultados de la citologia convencional como método
de base. El numero total de muestras analizadas y comparadas por ambas
metodologias fue de 289; se excluyeron del analisis estadistico 11 resultados de

citologia convencional ya que en ellas no fue posible establecer un diagnéstico.

Tabla 7. Datos comparativos entre los resultados de la citologia convencional y la prueba

hC2 para diagnéstico de patologia cervical

Citologia Convencional

hC2 Positiva Negativa Total
Positivo 1(0.35%) 32 (11.1%) 33
Negativo 0 (0%) 256 (88.6%) 256

Total 1 288 289

En la Tabla 8 podemos observar las caracteristicas de rendimiento de hC2

utilizando el programa estadistico XLSTAT.

53



Tabla 8. Caracteristicas de desempefio de hC2 para deteccion de anormalidades citoldgicas

Caracteristica Valor Limite Limite

inferior superior
(95%) (95%)
Sensibilidad 1.000 0.171 1.000
Especificidad 0.889 0.847 0.920
Tasa de falsos positivos 0.111 0.075 0.147
Tasa de falsos negativos 0.000 0.000 0.000
VPP (Valor Predictivo Positivo) 0.030 0.000 0.089
VPN (Valor Predictivo Negativo) 1.000 1.000 1.000

P=0.003

La evaluacion estadistica nos muestra una sensibilidad relativa del 100% de hC2
para deteccion de anormalidades cervicales identificadas en una citologia
convencional; por otro lado, una especificidad del 89% para identificar a mujeres
sin lesiones cervicales detectables por citologia. Como resultado de la elevada
sensibilidad de la prueba, se determind una tasa del 0% de falsos negativos, ya
que la prueba identifica a todas las mujeres con lesiones cervicales detectables
por citologia; por otro lado, la especificidad demostr6 una tasa del 11% de falsos
positivos, es decir que el 11% de mujeres con un resultado VPH positivo no
presentd una citologia anormal. Debido a sus caracteristicas analiticas la prueba
de hC2 reporta un VPP bajo (3%), y un VPN elevado (100%) para detecciéon de

lesiones cervicales en comparacion con la citologia convencional.

La Figura 8 resume de manera gréafica las caracteristicas de rendimiento de la
prueba de hC2, mostrando una capacidad del 100% de la prueba para detectar a

mujeres con anormalidades citoldgicas.
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Figura 8. Sensibilidad y especificidad para la prueba de hC2

4.3.2 Anélisis ROC de hC2:

El analisis ROC para la prueba de hC2 en relacion a la citologia convencional se
presenta en la Figura 8; el area bajo la curva reporta un valor del 0.944 (95% IC:
0.944 — 0.944), y determina que la prueba permite identificar a la mayoria de las

mujeres con y sin anormalidades citoldgicas cervicales de forma correcta.

Curva ROC / Hc2 / AUC=0.944
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4.4 LiPA

Las muestras en PreservCyt fueron procesadas por una segunda prueba para
deteccion de ADN viral; la prueba empleada fue la prueba de hibridizacién reversa
LiPA, la cual cuenta con aprobacion CE para ser empleada como método de
tamizaje primario de cancer cervicouterino. Como se observa en la Tabla 9, un
total de 215 muestras fueron analizadas por LiPA; en 85 de las muestras
cervicales no se logré la amplificacion del gen de la B-Globina, el cual asegura la
calidad de la muestra y la ausencia de factores inhibidores del PCR, por lo que
fueron excluidas de los analisis estadisticos. En el 11.6% (25) de las muestras
cervicales analizadas por LiPA se identificoc ADN de VPH de alto riesgo
oncogénico; por su parte, en el 88.4% (190) de las muestras de ADN evaluadas no

se detect6 ADN viral.

Tabla 9. Frecuencia de VPH utilizando la prueba de LiPA

LiPA
FA FR %
Positivo 25 0.11 11.6
Negativo 190 0.88 88.4
Total 215 1 100

4.4.1 Genotipificacion VPH

La prueba LiPA nos permite identificar de manera individual los genotipos de VPH
en la muestra analizada. En nuestro estudio se detectaron en total 7 tipos de VPH
de alto riesgo oncogénico y 3 genotipos de VPH clasificados como tipos de bajo

riesgo, como se muestra en la Figura 9.

56



Genotipos de VPH identificados por LiPA
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Figura 10. Distribucion de genotipos de VPH detectados por el ensayo de LiPA

En el 28.6% (6) de las muestras positivas para VPH se identificd el genotipo 16, el
cual constituye el tipo oncogénico con la prevalencia mas alta, seguido del tipo 45,
detectado en 19% (4) de los casos. Por su parte, los genotipos oncogénicos 18 y
58 se reportaron en 14.3% (3) de las muestras evaluadas. Los tipos oncogénicos
31 y 66 se detectaron en el 95% y 1% de las muestras estudiadas,

respectivamente.

En el andlisis de las muestras cervicales se identificaron los genotipos 30, 67 y 70,
considerados de bajo riesgo oncogénico pero asociados en algunos casos con el
desarrollo de cancer cervicouterino. La proporcién de coinfecciones con multiples
tipos virales fue baja, reportdndose solamente en dos casos. No se identificaron
coinfecciones de dos o mas tipos de alto riesgo oncogénico, solamente

asociaciones entre tipos de alto y bajo riesgo oncogénico.
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4.4.2 Caracteristicas de desempefio de LiPA

La sensibilidad y especificidad relativa del ensayo para identificar a mujeres con
anormalidades cervicales, se calcularon al evaluar los resultados de la prueba de
LIPA como prueba de tamizaje primario con los resultados de la citologia
convencional como prueba de base. Un total de 209 muestras clinicas fueron
evaluadas por ambas metodologias; se excluyeron del andlisis estadistico 6

citologias convencionales insatisfactorias para evaluacion.

Tabla 10. Comparacion de resultados de la citologia convencional y LiPA para diagnéstico

citolégico de patologia cervical

Citologia convencional

LiPA Positiva Negativa Total
Positivo 1(0.48%) 18 (8.6%) 19
Negativo 0 (0%) 190 (91%) 190

Total 1 208 209

Se empled el programa estadistico XLSTAT para el calculo de las caracteristicas
de rendimiento de la prueba; los datos de sensibilidad, especificidad, VPP, VPN y
las tasas de falsos positivos y negativos se muestran en la Tabla 11 y se resumen

de manera gréafica en la Figura 10.

58



Tabla 11. Caracteristicas de desempefio de LiPA

Prueba estadistica Valor Limite Limite
inferior superior
(95%) (95%)
Sensibilidad 1.000 0.171 1.000
Especificidad 0.894 0.844 0.929
Tasa de falsos positivos 0.106 0.064 0.147
Tasa de falsos negativos 0.000 0.000 0.000
VPP (Valor Predictivo Positivo) 0.043 0.000 0.127
VPN (Valor Predictivo Negativo) 1.000 1.000 1.000
P=0.005
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Figura 11. Sensibilidad y especificidad para la prueba de LiPA

Los célculos y gréaficas anteriores indican que la sensibilidad relativa de LiPA fue
del 100% para detectar el total de positivos diagnosticados por citologia
convencional, y una tasa de falsos negativos del 0%; la especificidad relativa de
LiIiPA nos muestra que la prueba fue negativa en el 89% del total de negativos
diagnosticados por citologia convencional, con una tasa de falsos positivos del

11%. Estos resultados demuestran un 100% de probabilidad que una mujer con un
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resultado VPH negativo por LIPA tenga un resultado negativo por citologia

convencional.

4.4.3 Analisis ROC:

Curva ROC / VPH LiPA
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Figura 12. Curva ROC LiPA

AUC Error estandar Limite inferior Limite superior
(95%) (95%)
0.947 0.000 0.947 0.947

El andlisis del area bajo la curva para la prueba de LiPA en relacion a la citologia
convencional, la cual se muestra en la Figura 11, determina que la prueba de LiPA
permite discriminar de manera correcta a las mujeres con resultados positivos y

negativos identificados por citologia convencional.
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4.5 Concordancia hC2-LiPA

Para determinar el nivel de concordancia entre hC2 y LiPA para discriminar
mujeres con lesiones cervicales de mujeres sin lesiones, se empled la prueba

estadistica Kappa para relacionar los resultados de ambos ensayos.

Los niveles de concordancia se analizaron de la siguiente manera:

Tabla 12. indice kappa y anélisis de concordancia

Valor K Fuerza de concordancia
<0.20 Pobre

0.21-0.40 Débil

0.41-0.60 Moderada

0.61-0.80 Buena

0.81-1.00 Muy buena

El célculo del nivel de concordancia entres ambos ensayos fue calculada

mediante el analizador en linea VassarStats.

hC2
LiPA Positiva Negativa Total
Positivo 20 (9.3%) 1 (0.47%) 21
Negativo 15 (7%) 179 (83.3%) 194
Total 35 180 215
Indice Kappa Error estandar Limite inferior Limite superior
0.67 0.074 0.53 (IC 95%) 0.82 (IC 95%)

Los datos sugieren que hC2 y LiPA presentan un buen nivel de concordancia para
detectar ADN de VPH en raspados cervicales y referir a una segunda evaluacién

cuando el caso lo amerite. Cabe mencionar que el calculo discrepante puede ser
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resultado de las muestras inadecuadas para diagnéstico que fueron excluidas de

las estadisticas.

4.6 Citologia de base liquida

En la Tabla 13 mostramos los resultados de citologia liquida de las mujeres VPH
positivas después de ser analizadas por el Patdlogo del Proyecto Epidemioldgico

Guanacaste, en Liberia, Costa Rica.

Los diagndsticos reportados se presentan en la Tabla 13.

Tabla 13. Diagnéstico citoldgico cervical mediante citologia de base liquida

Citologia de base liquida

Diagnostico FA FR %
ASC 1 0.03 3
ASC-US 5 0.14 14
LIEAG 1 0.03 3
LIEBG 6 0.17 17
Negativo 12 0.34 34
Inadecuada 10 0.29 29

LIEAG: Lesion Intraepitelial de Alto Grado; LIEBG: Lesion Intraepitelial de Bajo grado

4.6.1 Caracteristicas de desempefio de Citologia de base liquida

Nuestro estudio es colateral a un estudio multicéntrico de tamizaje y triaje de
cancer cervicouterino llevado a cabo a nivel Latinoamericano y es por ello que
disponemos de los resultados obtenidos por colposcopia. Los resultados
colposcopicos fueron empleados como método de base para el calculo de
sensibilidad y especificidad de la citologia de base liquida para detectar lesiones

sospechosas de cancer cervicouterino.
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Tabla 14. Resultados comparativos de citologia base liquida y colposcopia

Colposcopia
Citologia base liquida Positiva Negativa Total
Positiva 4 (16.7%) 8 (33.3%) 12
Negativa 2 (8.3%) 10 (41.7%) 12
Total 6 18 24

En la Tabla 14 se muestran los resultados comparativos de la citologia de base
liquida en relacion a los resultados de colposcopia para identificar a mujeres con
anormalidades citologicas cervicales y que ameritan un diagnostico histolégico. De
las 35 muestras de mujeres VPH positivo que constituyeron la cohorte del estudio,
11 de ellas fueron excluidas del analisis estadistico debido ya sea a una citologia
inadecuada para diagnoéstico o una colposcopia pendiente. De un total de 24
muestras evaluadas, en el 50% (12) de mujeres con una colposcopia positiva se
identificd alguna anormalidad citologica; de igual manera se observa en un 50%
(12) de mujeres con una colposcopia normal un resultado negativo por citologia

convencional.

Para calcular sensibilidad y especificidad relativa de la citologia de base liquida en
relacion a la evaluacion colposcépica, se empled el programa estadistico XLSTAT

(Tabla 15).
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Tabla 15. Caracteristicas de desempefio de citologia base liquida versus resultados

colposcépicos

Caracteristica Valor Limite Limite

inferior superior
(95%) (95%)
Sensibilidad 0.667 0.296 0.904
Especificidad 0.556 0.337 0.754
Tasa de falsos positivos 0.444 0.237 0.652
Tasa de falsos negativos 0.333 0.041 0.626
VPP (Valor Predictivo Positivo) 0.333 0.067 0.600
VPN (Valor Predictivo Negativo) 0.833 0.622 1.000

La sensibilidad relativa de la citologia liquida nos indica que la prueba fue positiva
en el 67% del total de positivos para colposcopia; por su parte, la especificidad
relativa de la citologia de base liquida en comparaciébn con una impresion
colposcopica indica que la prueba fue negativa en el 56% del total de negativos
identificados por colposcopia; este analisis nos permite estimar 33%

negativos, y una tasa del 44% de falsos positivos diagnosticados por citologia de

base liquida.

4.6.2 Anélisis ROC:

Curva ROC / Cito Liquida / AUC=0.611
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Al analizar el resultado del &rea bajo la curva (0.611), representado graficamente
en la Figura 12, un dato cercano al punto medio de la grafica sugiere una
capacidad de discriminacion limitada de la citologia de base liquida en relacion a

la deteccion de lesiones sospechosas mediante colposcopia.

4.6.2 Concordancia Citologia convencional-Citologia de base liquida

La Tabla 16 resume las caracteristicas de concordancia de la citologia
convencional y citologia de base liquida para detectar lesiones cervicales en
mujeres VPH positivas. Del analisis estadistico fueron excluidos 10 reportes
citolégicos debido a que no poseian un resultado diagnéstico al ser muestras

inadecuadas.

Tabla 16. Datos comparativos entre citologia convencional y citologia de base liquida en
mujeres VPH positivas

Citologia convencional

Citologia base liquida Positiva Negativa Total
Positiva 0 (0%) 13 (52%) 13
Negativa 1 (4%) 11 (44%) 12
Total 1 24 25

Al utilizar el analizador en linea VassarStats para determinar el nivel de
concordancia entre ambas citologias pudimos observar que no existe un nivel de
concordancia entre ambas pruebas. Sugerimos que esta discrepancia radica en la
subjetividad del observador al identificar y discriminar extendidos con hallazgo

celulares anormales para ambas pruebas.
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4.7 Oncoproteina E6

Se determind la presencia de la oncoproteina E6 en muestras cervicales de
mujeres con resultado VPH positivo, con la finalidad de ser evaluada como una
estrategia de triaje de cancer cervicouterino para aquellas mujeres con mayor
posibilidad de progresion a lesiones mas severas. En la Figura 13 se representa la
proporcion de mujeres VPH positivo por hC2 en las cuales se identifico la

oncoproteina E6 de VPH 16/18.

Oncoproteina E6

W E6 VPH 16
E6 VPH 18

Negativo

32

Figura 14. Deteccion de oncoproteina E6 en hisopados cervicales

Se analizaron 35 hisopados cervicales de mujeres VPH positivo identificados por
hC2 para detectar la presencia de la oncoproteina E6; el 6% (2) de las muestras
mostraron un resultado positivo para la oncoproteina E6 del genotipo 16, lo que
concuerda con la genotipificacion con la prueba LiPA. Por su parte la oncoproteina
E6 del genotipo 18 fue detectada en una participante, la que representa el 3% de
la cohorte. En cambio, en el 91% de las muestras (32) no se determino la actividad

de la oncoproteina E6 de ninguno de los genotipos identificables.
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Al relacionar la presencia de la oncoproteina E6 en las muestras cervicales con los
resultados de la evaluacion colposcopica, observamos que el 67% de las mujeres
positivas E6 mostraron una colposcopia positiva, y en un caso positivo para
oncoproteina E6 no se demostré una lesion cervical aparente. Por su parte, en el
73.3% de las mujeres con un resultado para E6 negativo se obtuvo una
colposcopia normal. Estos datos nos sugieren la importancia de la evaluacion de
las mujeres con una prueba de tamizaje primaria positiva por un método de triaje

antes de una evaluacion por metodologias invasivas.

4.8 Metilacion de ADN

El grado de metilacién de los promotores de los genes MAL-M1, CADM1-M18 y
miR124-2 fueron determinadas mediante la prueba DIASSAY, un ensayo de PCR

en Tiempo Real, cuyos resultados se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Resultados de Metilacién del ADN de los promotores de los genes CADMA1, MAL
y miR124-2

MAL-M1 CADM1-M18 miR124-4
Positivo 12 9 14
(34%) (26%) (40%)
Negativo 10 13 8
(29%) (37%) (22%)
Inadecuada 13 13 13
(37%) (837%) (37%)

Se analizaron un total de 22 muestras cervicales en las cuales se determind el
grado de metilacion de los promotores antes mencionados; 13 muestras de

mujeres VPH positivo fueron excluidas de las estadisticas debido a que en dichas
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muestras no se cumplieron los estandares de calidad requeridos por la prueba. Un
total de 12 muestras fueron positivas para metilacion del gen MAL-M1,
representando un 34% de las muestras evaluadas; por su parte, en el caso del
promotor del gen CADM1-M18, 26% (9) de las muestras estudiadas reportaron un
resultado positivo para metilacion; y un total del 40% fueron positivas para

metilacion del promotor miR124-2.

Figura 15. Metilacion MAL-M1/CADAM1-M1/miR124-2

Metilacion MAL-M1/CADM1-M18/mIR124-2

Frecuencia

OoON B O

MAL-M1/ CADM1-MAL-M1/ miR124- CADM1-M18/ MAL-M1/CADM1-
M18 2 miR124-2 M18/ miR124-2

Promotores metilados

En un total de 7 muestras analizadas (32%) se determiné la presencia de los tres
marcadores evaluados; la combinacién de los promotores metilados MAL-
M1/miR124-2 se determin0 en 3 muestras (14%); y la combinacibn MAL-

M1/CADM1-M18 no fue identificada en ninguna de las muestras analizadas.

En la Tabla 18 se muestra la positividad para uno o varios promotores metilados y
la presencia de lesiones sospechosas de cancer cervicouterino de acuerdo a los

hallazgos colposcopicos reportados.

68



Tabla 18. Metilacion de MAL, CADM1 y miR124-2 comparados con hallazgos colposcopicos

Colposcopia

Metilacién Grado 1 Grado 2 Normal
MAL-M1 7 1 5

CADM1-M18 4 1 3
MiR124-2 6 1 5
Negativo 0 0 6

El andlisis de los datos nos muestran que de un total de 17 muestras con un
resultado Grado 1 en colposcopia, 7 (41%) fueron positivos para MAL-M1, de este
total 4 (24%) fueron positivas para CADM1-M18 y en 6 (35%) muestras se detecto
metilacion del promotor miR124-2. En 3 muestras de mujeres con una colposcopia
Grado 2 fue posible identificar por lo menos un promotor metilado. Por otro lado,
en 19 participantes con una colposcopia normal, 5 de ellas (26%) reportaron
metilacion para el promotor MAL-M1, en 3 (16%) muestras se identific6 metilacion
de CADM1-M18; y en 5 muestras (26%) fue detectado miR124-2. Finalmente, en
un total de 6 muestras (32%) no se detecté la presencia de ningin promotor

metilado.
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CAPITULO 5
5. DISCUSION

El objetivo de nuestro estudio fue evaluar diferentes estrategias de tamizaje y triaje
de céancer cervicouterino en mujeres entre los 30 y 64 afos de edad, en la
comunidad de Valle de Angeles, Francisco Morazan. Planteamos que las
estrategias evaluadas una vez analizadas podrian ser una buena opcion en el

futuro para ser incorporadas a un Programa Nacional de Tamizaje.

La citologia cervicouterina busca como meta final la identificacion de mujeres que
requieren de una evaluacién adicional con colposcopia para detectar lesiones
precursoras de cancer. Tras su introduccién y uso extendido las muertes por
cancer cervicouterino se han reducido en 75% en los Estados Unidos y en otros
paises desarrollados, no asi en paises en vias de desarrollo (Schiffman, Wheeler,

Castle, & Group, 2002).

En nuestro estudio en el 96% de las participantes se reporté un resultado de
citologia convencional negativa, incluyendo algunos casos de inflamacién cervical
debido a infecciones. Solamente en uno de los casos evaluados mediante la
citologia convencional fue posible identificar cambios celulares indicativos de

neoplasia cervical, lo cual fue confirmado posteriormente por histologia.

Los resultados de la presente investigacion sugieren que la técnica de recoleccion
es un punto critico para el rendimiento de la prueba como estrategia de deteccién
de cancer cervicouterino, ya que la transferencia de las células es aleatorio y

sujeto a error si las células anormales no se distribuyen de forma uniforme por el
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portaobjetos (Marchand, Mundt, Klein, & Agarwal, 2005). Nuestros andlisis
arrojaron un 3.7% de citologias inadecuadas para diagnostico, este es un aspecto
importante a tomar en cuenta en los programas de tamizaje para cancer
cervicouterino; en concordancia con nuestras observaciones Weintraub & Morabia
sugieren que las limitaciones de la técnica se deben a la presencia de muestras no
valorables o poco significativas, estimando que hasta dos tercios de las
limitaciones son producto de errores en la toma de la muestra cervical (Weintraub
& Morabia, 2000). Por otro lado, la preparacion del frotis es una técnica variable y
poco controlada; se sugiere que las muestras citolégicas deben ser fijadas
rapidamente para evitar la desecacion y la degeneracion de las células

extendiéndose de forma uniforme por todo el portaobjetos.

Uno de los principales problemas que se identificé en los extendidos evaluados

fue la presencia de sangre que limitaba la capacidad diagndstica de la prueba.

Por otro lado, Othman & Othman demuestran en su estudio que los instrumentos
de recoleccion contiene una cantidad considerable de material posterior a realizar
el frotis de citologia convencional, las cuales pueden ser utilizadas en otras
metodologias diagndsticas. En esta investigacion se evaluaron las células que son
retenidas en los dispositivos de recoleccibn empleados para realizar la citologia
convencional. Para su evaluacion, después de la preparacién del frotis para
citologia convencional, los mismos cepillos fueron lavados en solucion de
PreservCyt para realizar posteriormente una monocapa de células (ThinPrep).
Ambos extendidos fueron evaluados por médicos patdlogos y sus diagndsticos

fueron comparados, los resultados mostraron un buen acuerdo entre ambos
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extendidos (Othman & Othman, 2012). Esta metodologia fue aplicada en nuestra
investigacion para llevar a cabo la recoleccion de las muestras cervicales vy
coincidimos en que el material que se retiene en los cepillos cervicales posterior a

realizar el extendido citoldgico es util para evaluaciones posteriores.

Como una alternativa a la solucion de los problemas que presenta la citologia
convencional, como ser la recoleccion de las células y la preparacion de las
laminas, se ha propuesto el empleo de la citologia de base liquida. Una de las
ventajas observadas en el presente trabajo fue la reduccion de los falsos
negativos ya que en la citologia liquida fue posible la identificacion de casos de
LIEBG (17%), LIEAG (3%) y ASC-US (14%), los cuales no fueron identificados
mediante citologia convencional. Estos datos coinciden con los presentados por
A.N Cheung y col. en un estudio comparativo entre la citologia convencional y la
citologia liquida. Con la citologia de base liquida los resultados insatisfactorios se
redujeron de 0.48% (convencional) a un 0.32% (base liquida); los resultados
satisfactorios pero limitados se redujeron del 19.1% (convencional) a 12.9% (base
liquida) y la deteccion de ASC-US (3.7%), ASG-US (0.09%) y LIEBG (1.07%)

aumento (A. N. Cheung, Szeto, Leung, Khoo, & Ng, 2003).

Otro estudio que comparte estas observaciones es el de Simion et al, cuyo
objetivo fue evaluar los resultados de citologia convencional y citologia liquida; los
resultados fueron similares en 78 (75%) de los casos analizados, mientras que en
26 (25%) de los casos se presentaron errores inherentes a la citologia
convencional. La citologia de base liquida fue capaz de detectar otras entidades

qgue no fueron identificadas en la citologia convencional, entre ellas ASC-US,
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LIEAG y adenocarcinoma in situ y un mayor numero de casos de LIEBG (Simion

et al., 2014).

Raffle y colaboradores reportan como una ventaja adicional la reduccién de
muestras insatisfactorias (Raffle, Alden, Quinn, Babb, & Brett, 2003), esta
observacion difiere de los resultados obtenidos ya que no se logré demostrar que
la citologia liquida reduce el nimero de citologias inadecuadas para diagndstico.
Sin embargo, al evaluar el estudio de Alsharif et al., nuestros datos coinciden ya
gue detectan un porcentaje similar de muestras insatisfactorias (0.23%) tanto en
citologia convencional y citologia liquida siendo la causa principal la baja
celularidad de las muestras independiente del método empleado (Alsharif,

McKeon, Gulbahce, Savik, & Pambuccian, 2009).

Al comparar y determinar el nivel de concordancia entre ambas pruebas, se
determind que no estan acorde en el diagndstico y por ello no presentan ningun
tipo de concordancia; segun nuestras conclusiones la causa de ésta discordancia
radica en el hecho del elevado niumero de muestras oscurecidas por sangre
reportadas en el estudio. Con relacion a la sensibilidad y especificidad para la
deteccién de lesiones de alto grado y cancer de cuello uterino, en algunos
estudios se encuentran diferencias entre ambas citologias para detectar lesiones
de alto grado y cancer de cuello uterino (Gibb & Martens, 2011; Nandini et al.,
2012; Strander, Andersson-Ellstrom, Milsom, Radberg, & Ryd, 2007). Contrario a
estas observaciones, otras investigaciones no reportan tales diferencias, indicando

solamente que los extendidos de citologia liqguida mejoran la evaluacion celular de
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la muestra y por ello son mas sensibles para la deteccion de lesiones de alto

grado y cancer de cuello uterino (Arbyn et al., 2008; Davey et al., 2006).

Con base en nuestros hallazgos podemos inferir que ambas citologias estan
limitadas por los elevados falsos negativos y positivos, algunos factores que
pueden influir en la obtencién de falsos negativos, mencionaremos errores en la
toma y procesamiento de la muestra o errores en la busqueda e identificacion de
las células malignas y su interpretacion. Entre las causas de los falsos positivos,
una lesion de bajo grado presente al momento de tomar la muestra de citologia,
pero desaparece previamente a la toma de la biopsia; procesos inflamatorios,

atrofia, toma de la biopsia, cirugias cervicales, entre otras.

Es un hecho definido que la prueba de VPH es una técnica mucho mas sensible
gue la citologia convencional para detectar mujeres con riesgo de desarrollar
lesiones precursoras severas y cancer cervicouterino, fue objeto de estudio la
evaluacion de estas técnicas para ser empleadas como estrategias Unicas de
tamizaje primario o bien conjuntamente con la citologia convencional. En nuestro
trabajo, el 12% de las mujeres evaluadas con la prueba de hC2 mostré un
resultado positivo para genotipos de alto riesgo de VPH; la prueba de hC2 para
referir a mujeres a una visita de colposcopia demostré una sensibilidad del 100%;
es por ello que se propone a la prueba de VPH como estrategia de tamizaje
primario y la citologia como prueba de triaje para reducir esta sensibilidad y

disminuir el nimero de visitas colposcépicas innecesarias.
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Un estudio que aporta informacion en el tema es el llevado a cabo por Mayrand et
al, en el cual se comparé una prueba de deteccion de ADN viral y la citologia
convencional como método de tamizaje para identificar neoplasias de alto grado
en mujeres entre 30 y 69 afios en Montreal y St. Jonh, Canada. Sus resultados
muestran una sensibilidad de la prueba de VPH para detectar NIC Il o mas del
94.6% (95% IC: 84.4 - 100), mientras que la sensibilidad para la citologia alcanz6
el 54.5% (95% IC: 33.6 — 77.2); la especificidad fue del 94.1% (95% IC: 93.4 —
94.8) para la prueba de VPH y del 96.8% (95% IC: 96.3 — 97.3) para la citologia
convencional, datos que demuestras que en comparaciébn con la citologia
convencional, la prueba de VPH tiene una mayor sensibilidad para la deteccién de

NIC Il o mas (Mayrand et al., 2007).

En la investigacion de Salaheddin y colaboradores se comparé el rendimiento del
tamizaje con citologia convencional y dos pruebas para deteccién de ADN viral
(hC2 y una versidn posterior que incluye 4 tipos adicionales hC2+4) para
deteccion de céancer cervicouterino. En el estudio se determiné un nivel de
concordancia del 0.94 (95% IC: 0.91 — 0.96) entre ambas pruebas, con una
sensibilidad combinada del 83% y una especificidad del 91% para deteccion de
NIC Il o més. La citologia por su parte present6 una sensibilidad del 63% y 97% de
especificidad para la deteccion de NIC | o mas. Datos que muestran que las
pruebas de VPH son mas sensibles pero menos especificas que la citologia
convencional (Salaheddin et al.,, 2014). Sin embargo, las estrategias que
maximicen la deteccion de mujeres con mayor riesgo de desarrollar lesiones de

alto grado o mujeres con riesgo intermedio aumentan los beneficios mientras
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disminuyen el dafio potencial, asi la incorporacién de técnicas de VPH que
identifiquen genotipos de alto riesgo oncogénico y la citologia como estrategia de
triaje para mujeres VPH positivas proporcionan un buen equilibrio entre la
maximizacién de la sensibilidad (beneficio) y especificidad al limitar el nimero de

colposcopias (dafio potencial).

Al comparar la prevalencia de VPH encontrada en nuestro estudio (12%) con otra
investigacion llevada a cabo en el pais, encontramos que difiere con los datos
obtenidos por Tabora y colaboradores ya que dicha investigacion tuvo como
propoésito estimar la prevalencia de VPH tipo especifico entre las mujeres
hondurefias sexualmente activas con citologia normal entre 18-65 afios de edad
con el fin de tener una base poblacional de la distribucion de los diferentes tipos
de VPH, ya sea de alto o bajo riesgo. Se obtuvo una prevalencia global de VPH de
51% y se detectaron 23 diferentes tipos del virus, siendo los tipos mas comunes el
VPH16, 51, 31, 18 y 11 (Tébora et al., 2009). Es posible sugerir que la causa de la
discrepancia residié en parte en la prueba utilizada, debido a que este estudio tuvo
como método de deteccion de VPH la prueba de LIPA SPF10, la cual detecta
genotipos tanto de alto y bajo riesgo, igualmente la poblacion estudiada incluyo
mujeres menores de 30 afios, quienes presentan las prevalencias mas altas de
infeccion por VPH. Debido a las caracteristicas de esta poblacion, se enfatiza la
importancia de realizar la prueba de VPH solamente a mujeres mayores de 30
afios, como se sugiere en el estudio poblacional llevado a cabo en Guanacaste,

Costa Rica, en donde la prevalencia de la infeccion fue del 25% en mujeres
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menores de 25 afos, descendiendo al 15% en mujeres entre 25 y 34 afos, y al

10% en mujeres mayores de 35 afios (Herrero et al., 2005).

Por otro lado, se ha demostrado que a partir de los 30 afios o mas las diferencias
entre la prueba de VPH y la citologia convencional son minimas en cuanto a la
especificidad (Ronco et al., 2010), muy de acuerdo con los resultados de nuestro
estudio, ya que la especificidad de la prueba de hC2 para detectar mujeres sin
lesiones precursoras fue de un 89%, con un total de O falsos negativos. Es decir,
que todas las mujeres con un resultado negativo para VPH tuvieron un resultado
negativo o normal en la citologia convencional, por lo que podemos sugerir al
igual que Kjaer et al., que el empleo en conjunto de la prueba de VPH y la
citologia en el tamizaje tiene su justificacion en el elevado valor predictivo negativo

para detectar a mujeres sanas.

El segundo método utilizado para la deteccion de ADN viral fue un PCR
convencional con los cebadores GP+5/+6 y genotipificacibn mediante hibridaciéon
reversa en tira de nitrocelulosa, LiPA; la prueba ha sido validada para el uso de
especimenes cervicales colectadas y transportadas en el mismo medio PreservCyt

empleada con el método de hC2.

Al aplicar esta metodologia para la deteccion del ADN viral se obtuvo una
prevalencia de un 11.6% de las muestras analizadas; sin embargo se presentaron
un elevado nimero de muestras poco satisfactorias para evaluacion por LiPA (85
muestras) debido a que no fue posible amplificar el gen de B-Globina, indicativo de

una muestra inadecuada. Podriamos mencionar que la presencia de muestras
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sanguinolentas y con poco contenido celular hizo dificultosa la extraccion de una
cantidad adecuada de ADN para amplificacién. Sin embargo y a pesar de esta
limitaciébn encontramos que en términos generales el método de genotipificacidon
de VPH mediante hibridacion reversa representa una alternativa util para
diagndstico, principalmente en estudios epidemiolégicos que buscan determinar

los genotipos circulantes de manera individual.

En nuestro estudio se identifico el tipo 16 de VPH en el 28.6% (6 muestras),
siendo el genotipo con mayor prevalencia; el tipo 45 fue el segundo en mayor
prevalencia (19%); los restantes genotipos de alto riesgo encontrados incluyen los
tipos 18, 48, 31 y 66. Se ha discutido la importancia de la genotipificacién en
mujeres con citologia normal, sin embargo en ciertas investigaciones, ha sido
demostrado que el VPH tipo 16 esta vinculado a un 22-26% de riesgo de sufrir NIC
Il 0 més, el tipo 18 a un 17-19%, el VPH 31 a un 14.3% y el VPH 33 a un 14.9%
(Ciapponi, Bardach, Glujovsky, Gibbons, & Picconi, 2011; Khan et al., 2005). De
igual manera, otro estudio demuestra que el resto de tipos de VPH de alto riesgo
se asocian a un 3% de riesgo de desarrollo de patologia cervical; en estos casos
se recomendaria repetir la prueba junto con una citologia en los proximos 12
meses (Khan et al., 2005). Cabe mencionar, que la genotipificacion de VPH es util
para evaluar y monitorear el efecto de la vacunacion en la prevalencia de la
infeccion, como lo sugiere el estudio realizado por Castle et al., en Costa Rica.
Esta investigacion aporta informacion sobre la utilidad de la prueba de hibridacion
reversa para identificar infecciones por VPH de alto riesgo, de manera especial los

tipos 16 y 18 para los cuales va dirigida la vacunacién; concluyendo que las
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pruebas de hibridacion reversa en tiras de nitrocelulosa son adecuadas para el

control del impacto de la vacunacion en ensayos clinicos (Castle et al., 2008).

Los genotipos de bajo riesgo identificados en nuestra poblacion, incluyen los tipos
30, 67 y 70. Algunos autores recomiendan no emplear pruebas que detecten VPH
de bajo riesgo, ya que éstos no incrementan el riesgo de cancer de cérvix pero si
aumentan el gasto de cribado innecesario (Stoler, Castle, Solomon, Schiffman, &
Pathology, 2007). Sin embargo, se ha demostrado que ciertos tipos de VPH de
bajo riesgo se encuentran asociados al desarrollo de algunos canceres cervicales,
como lo reportado por de Sanjose y colaboradores que identifica al genotipo 70 de

VPH en canceres cervicales (de Sanjose et al., 2010).

Se debate la importancia y el riesgo que representa la deteccion de varios tipos de
VPH respecto a la deteccion de un solo tipo viral. En este estudio el numero
maximo de tipos virales detectados en una muestra cervical fue de 2 tipos,
irrespectivamente de una citologia positiva y/o lesiones precursoras sospechosas.
En otros estudios de igual manera no se demuestra un incremento 0 un menor
riesgo de progresar a una enfermedad de alto grado si se detectan varios tipos de
VPH de alto riesgo (Bosch et al., 2002; Cuschieri et al., 2004). En contraposicion a
ello, otros autores encuentran una importante relacion, principalmente cuando la
coinfeccién incluye al genotipo 16 (Matsumoto et al., 2011; Trottier et al., 2006); en
la presente investigacion las coinfecciones involucraron al genotipo 16 en el 50%
de los casos. Se postula que el mecanismo por el cual se produce un incremento
en el riesgo al presentar una lesion por multiples tipos virales se postula podria ser

la susceptibilidad del huésped, lo que se traduce en el aumento de la persistencia
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de la infeccion (Trottier et al., 2008) o a un fallo en el sistema inmune (Hessol et

al., 2013).

En estudios como el realizado por Perrons y coloboradores se establece la utilidad
de las técnicas para detectar infecciones por VPH de alto riesgo y por multiples
tipos virales (Perrons, Jelley, Kleter, Quint, & Brink, 2005). Solamente al utilizar
LiPA o Linear Array para el genotipificado se garantizan la mayor eficacia en la
deteccion de multiples tipos virales (van Hamont, van Ham, Bakkers, Massuger, &

Melchers, 2006).

Cuando se comparan los dos métodos para deteccion de ADN viral evaluados en
este trabajo, el nivel de concordancia mostrado por ambas pruebas fue bueno,
reportandose un valor de 0.67 (95% IC: 0.53-0.82), muy similares a los
resultados reportados por Schiffman y colaboradores quienes evaluaron el ensayo
de hC2 y un ensayo de PCR para un grupo de muestras cervicales de mujeres con
resultados ASC-US/LIEBG,; el indice k para ambos ensayos fue del fue de 0.65,
con un 82.7% de resultados positivos. En esta investigacion la prueba de hC2 fue
mas sensible pero menos especifica que el PCR para deteccion de LIEAG o
cancer. La presencia de multiples tipos virales detectados por PCR o anormalidad
citolégica aumentod la probabilidad de un resultado por hC2 positiva (Schiffman et

al., 2005).

Por otra parte, y en discrepancia con nuestra investigacion, el estudio realizado
por Safaeian y colaboradores reporta un nivel de concordancia mayor entre ambas

pruebas. El nivel de concordancia entre los dos ensayos fue del 88%, con un valor
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kappa de 0.75 (95% IC: 0.73-0.76), observando un muy buen nivel de
concordancia entre hC2 y SPF-10 LiPA para la deteccion de VPH carcinogénicos;
sugerimos como posible causa el elevado nimero de muestras inadecuadas y por
ende la necesidad de exclusion de los andlisis estadisticos en nuestra

investigacion (Safaeian et al., 2007).

Algunas desventajas de los métodos para deteccion de VPH evaluados podemos
mencionar, que debido a su elevada sensibilidad se hace necesario establecer
programas bien estructurados para no sobre-tratar a las mujeres con resultados
positivos para VPH. Podriamos mencionar también la necesidad de un laboratorio
con una infraestructura adecuada para la implementacion de las técnicas descritas
y contar con personal capacitado para la ejecucion de las mismas; al igual que el

costo monetario para la adquisicion de los reactivos y materiales necesarios.

La actividad de las oncoproteinas E6 de VPH es esencial para que se lleve a cabo

la transformacién de las células del cuello uterino.

En un estudio clinico realizado por Arbor Vita Corporation, PATH y la Academia de
Ciencias de China, cuyo objetivo fue determinar la factibilidad de la aplicacion de
la prueba de OncoE6 en el diagndstico de lesiones precursoras y cancer, se
informan una buena correlacién entre la positividad de la oncoproteina E6 y la
gravedad de lesiones histopatologicas, la cual incrementa el riesgo de progresion
a lesiones de alto grado y cancer cervical. Estos investigadores detectaron una
prueba positiva entre un 14 y 18% de mujeres con un resultado positivo de VPH

de alto riesgo y en un 7.3% de mujeres con un IVA positivo. Asi mismo, la
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sensibilidad para la deteccion de LIEAG o mas fue del 53.5% reportando un VPP
del 40.8% para LIEAG (Care HPV, hC2 e IVA), considerando la deteccion de la
oncoproteina E6 un biomarcador prometedor para determinar la actividad
oncogénica mediada por la expresion de los oncogenes virales a partir de

muestras cervicales (Zhao et al., 2013).

El estudio pretendi6 evaluar la factibilidad de la deteccion de la oncoproteina E6 y
la deteccion de ADN de VPH 16/18 a partir de muestras cervicales; para ello se
emple6 una prueba inmunocromatogréfica de flujo lateral para la deteccion de E6
de VPH 16 y 18. En las muestras cervicales de mujeres VPH positivo analizadas
fue posible identificar la oncoproteina E6 del tipo 16 en el 6% de los mismos, y en
el 3% la oncoproteina del tipo 18. Al relacionar estos datos junto a los resultados
de colposcopia encontramos que una de las muestras positivas para E6/HPV 16
correspondia a una participante diagnosticada histolégicamente con cancer
invasor. A su vez, una de las muestras positivas para E6/HPV 18 reportd una
impresion colposcoépica de grado 1, indicando riesgo de progresion a lesiones mas
severas; por su parte y fuera de lo esperado, se determind la presencia de
E6/HPV 16 en una participante sin una lesion precursora aparente, se recomienda

un seguimiento controlado y especifico para dicho caso.

Por su parte, la investigacion de Scheweizer et al., analizdé un primer grupo de 16
mujeres con un resultado negativo por histologia (Unidad de Planificacién Familiar,
San José, Costa Rica); un segundo grupo formado por 55 especimenes, que
incluyeron casos de LIEBG, LIEAG y céancer invasor, obtenidos de un ensayo

clinico llevado a cabo en la India; y un tercer grupo gque consistié en 89 muestras
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acumulados por el programa de Tecnologia Apropiada en Salud (PATH) como
parte de los estudios en curso de la prueba de VPH en China y la India. En el
estudio se detecto la presencia de la oncoproteina E6 de VPH 16/18 en 51 (68%)
de las 75 muestras analizadas de mujeres con un diagnostico de LIEAG, al
contrario la oncoproteina no fue detectada en ninguno de las muestras de mujeres
con un diagnostico negativo o una LIEB, concluyendo en la utilidad que presenta
la deteccién de la oncoproteina E6 para detectar y determinar el riesgo de

progresion a cancer (Schweizer et al., 2010).

El silenciamiento de genes supresores de tumores mediante mecanismos
epigenéticos por metilacibon de ADN en casos de cancer cervicouterino ha
demostrado ser un biomarcador potencial para el diagnostico de enfermedad
cervical. (Hesselink et al., 2011; Wilting et al., 2009). Se ha establecido que la
metilacion de islas CpG en regiones promotoras de los genes CADM1 y MAL, asi
como el microARN miR 124-2, juega un papel importante para la carcinogénesis

cervical (Wilting et al., 2013).

El estudio evalu6 la relevancia clinica del andlisis de PCR multiplex para la
deteccion de metilacion de regiones promotoras de los genes CADM1, MAL y miR
124-2 a partir de muestras cervicales; se detect6 la metilacién de por lo menos un
promotor en 16 de 22 muestras analizadas, lo que indica una positividad del 73%.
Se observé que las participantes con metilacién de los tres promotores analizados
presentaron al menos una colposcopia positiva para lesiones sospechosas
precursoras de cancer, incluso el ensayo fue capaz de discriminar un caso de

neoplasia cervical, lo cual sugiere que el analisis de metilacion de CADM1, MAL y
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miR 124-2 podria ser util en el tamizaje cervical, ya que identifica a la mayoria de

mujeres con lesiones precursoras y que requieren tratamiento.

Overmeer y colaboradores indican de la prueba de metilacion de ADN en un 100%
de los casos de céncer cervical investigados (Overmeer et al., 2011). De igual
manera, Bierkens et al., demuestran que el niumero de marcadores positivos,
independientemente del grado de metilacién, aumenta con la severidad de la
enfermedad (Bierkens et al., 2013). Estas consideraciones dan soporte al
afirmacién que las mujeres con lesiones cervicales y con resultados positivos para
el ensayo de metilaciébn presentan mayor riesgo de desarrollo de lesiones

neoplasicas severas y cancer.

Algunas investigaciones demuestran que las mayores tasas de sensibilidad para
detectar LIEAG o0 mas se obtiene mediante la combinacion de marcadores
metilados (Hesselink et al., 2011; Rijkaart et al., 2012). Basados en nuestros
datos, MAL y miR 124-2 son los marcadores predominantes en los casos
evaluados; a su vez, fueron los que presentaron una mayor relacion con
resultados de colposcopia positiva. Por su parte, el marcador CADM1 fue
identificado siempre en combinacién con MAL o miR 124-2, pero en ninguna

muestra de manera individual.

Vivimos en una época extraordinaria, en la que la necesidad humana de generar
conocimientos, aplicar soluciones creativas y dar continuidad a compromisos
sinceros ha dado lugar a una oportunidad Unica de eliminar practicamente una de

las principales causas de sufrimiento y pérdida para familias y comunidades de
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todo el mundo. Como se destaca en esta investigacion, nuestros resultados
aportan conocimientos de diferentes tecnologias para el tamizaje y triaje de
mujeres en riesgo de desarrollar lesiones precancerosas y cancer, las cuales
podrian ser consideradas en un futuro como pruebas alternas en el Sistema de
Salud Nacional cuando se obtenga mayor informacion lograda a través de

estudios mas extensos y con mayor peso estadistico.
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CAPITULO 6

6. CONCLUSIONES

De acuerdo con la experiencia durante la ejecucion de la investigacion y los

resultados obtenidos, podemos concluir:

1. Las técnicas para de hC2 para deteccion de ADN de VPH evaluadas en el
estudio, demuestran ser un procedimiento adecuado y factible para
determinar la presencia de genotipos de alto riesgo oncogénico en las
muestras cervicales examinadas y por ende contribuir oportunamente al
diagnostico de lesiones severas y precursoras de cancer cervical, asi
mismo la prueba de LiPA podria ser empleada principalmente en estudio
epidemioldgicos que busque determinar la prevalencia de los genotipos
circulantes en la poblacion.

2. El ensayo de hC2 en relacion a la prueba de LiPA demostr6 de manera
relativa mayor sensibilidad para referir mujeres a una evaluacion
colposcopica; sin embargo, la prueba de LIPA present6 una mayor
especificidad para detectar a mujeres que no requerian otras evaluaciones,
por tal razén concluimos que ambas pruebas cuentan con caracteristicas
propias e interesantes que las hacen dutiles de ejecutar en diversos
escenarios.

3. Opinamos que los estrategias de tamizaje primario evaluadas refieren a un

gran numero de mujeres a visitas de seguimiento innecesarias, y por ello se




hace necesario el empleo de otras técnicas (pruebas de triaje) que
discriminen especificamente a aquellas mujeres con una infeccion por VPH
con mayor riesgo de desarrollar lesiones severas y cancer cervicouterino,
evitando de esta manera la sobrecarga de los sistemas de salud y mas
importante aun la estabilidad emocional de las mujeres.

Las técnicas de examen citologico evaluadas en el estudio mostraron ser
ensayos altamente especificos pero poco sensibles para discriminar a
mujeres con lesiones precursoras aparentes, siendo extremadamente
influenciadas por la calidad de la toma de la muestra, la preparacion del
extendido y la interpretacion del mismo.

La expresion de los oncogenes virales es uno de los factores claves para la
evolucion de lesiones severas a cancer cervical, y la deteccion de la
oncoproteina E6 en hisopados cervicales puede ser empleado
convenientemente como método de triaje para evaluar a mujeres con un
resultado VPH positivo.

El andlisis de PCR Multiplex para metilacion de promotores CADM1, MAL y
miR124-2 en muestras cervicales empleado para deteccion de riesgo de
progresion a cancer en mujeres VPH positivo, demostrd ser un biomarcador
prometedor para ser aplicable como método de triaje en los programas de
prevencion y permitir abrir paso a una nueva generacion de técnicas de

tamizaje molecular.
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En resumen, los resultados provistos por el estudio al evaluar diferentes
estrategias de tamizaje primario y triaje de céncer cervicouterino aportan ideas
para la identificacibn de mujeres en riesgo y sugieren que estos ensayos podrian
ser factibles y aplicables a un sistema Nacional de Salud que busque establecer

medidas de control y prevencién adecuadas a su poblacion.
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CAPITULO 7

. RECOMENDACIONES, LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS

Una de las principales limitaciones con la que nos encontramos durante la
ejecucion de la investigacion fue la poca anuencia de las mujeres de mayor
edad a realizarse la citologia cervical y las pruebas que se evaluaron en el
estudio. Quizas y en su mayor parte debido a factores culturales y sociales
que influyeron en esta poblacion.

Las limitaciones intrinsecas de las pruebas citol6gicas evaluadas se
presentaron durante el desarrollo del estudio, como ser la toma de la
muestra cervical, el extendido, la fijacion de las muestras y la interpretacion
del frotis. Sin embargo, es importante mencionar que una adecuada
recoleccion de muestras cervicales es un punto clave no solo en las
técnicas citolégicas, sino también en las pruebas moleculares, ya que la
presencia o ausencia de material celular afecta tanto la ejecucién como la
interpretacion de las pruebas.

Recomendamos la oportuna capacitacion de los servidores de atencion
primaria en salud en cuanto a la recoleccion adecuada de las muestras
cervicales y la relevancia de este punto en los sistemas de tamizaje para
cancer cervicouterino.

De la misma manera recomendamos la necesidad de concientizar a la

poblacién femenina del pais la importancia de realizar el tamizaje para
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cancer cervicouterino de manera oportuna y a conciencia, ya que en
nuestro entorno la mujer es una pieza fundamental en la sostenibilidad
familiar y el avance productivo del pais.

Recomendamos que las estrategias evaluadas en el estudio sean tomadas
en cuenta por parte de nuestras autoridades en Salud para ser
incorporadas en un futuro al Sistema Nacional de Salud, y reducir de esta
manera la incidencia y mortalidad del cancer cervicouterino en la poblaciéon
femenina del pais.

Recomendamos el desarrollo de nuevos estudios de investigacion de mayor
proporcion y alcance relacionados con el tema, de manera que en futuro
estas estrategias de tamizaje y triaje de cancer cervicouterino puedan ser

aplicadas como métodos de prevencion y control en el pais.
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ANEXOS

ANEXO 1. Flujograma de Trabajo

Invitacion al Estudio

(Visitas domiciliarias, anuncios publicitarios,
folletos con informacion)

’

Consentimiento Informado

!

Recolecciéon de Muestras

e Aplicador de Dacrén
e PreservCyt

!

Tamizaje Primario

e Captura de Hibridos (HC2) —> Citologia Convencional
e LiPA
\ 4 v
VPH Negativo VPH Positivo
\ 4 \ 4
Citologia Base Liquida Oncoproteina E6 Metilacién de MAL,

CADM1, miR 124-2
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ANEXO 2. Area de estudio
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Indicador A: Comunidad de Valle de Angeles, Francisco Morazan, Honduras

Elaborado utilizando Google Maps

Comunidad El Tablén, Valle de Angeles
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ANEXO 3. Consentimiento Informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del estudio: Evaluacidbn de Estrategias Alternativas de Tamizaje de
Cancer Cervicouterino en Mujeres del Municipio de Valle de Angeles, Francisco
Morazan, Honduras

Realizado por: Escuela de Microbiologia, UNAH; Programa Nacional de Céancer,
Ministerio de Salud

Patrocinado por: Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC),
Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

Investigadores: Annabelle Ferrera, Ph.D. —Escuela de Microbiologia

Yessy Cabrera, Lic. Microbiologia —Escuela de Microbiologia

Identificacion del participante:

Introduccién

El cancer de cuello uterino o cancer de cuello del Utero es un problema de salud
importante en nuestro pais, y ha sido muy dificil controlarlo. Actualmente sabemos
qgue el cancer de cuello del utero es causado por una infeccidon por algunos tipos
del virus del papiloma humano (VPH). (Un virus es un organismo muy pequefio no
visible al microscopio). Esta infeccion viral es muy comun y las defensas del
cuerpo usualmente eliminan la infeccién durante los dos afios siguientes a su
adquisicién. Sin embargo, algunas mujeres que padecen la infeccion no la
eliminan y podrian desarrollar cdncer. Actualmente para prevenir el cancer de
cuello del utero se utiliza la prueba de la citologia, conocida como Papanicolaou.
Esta prueba consiste en examinar las células recolectadas del cuello del Utero
utilizando un microscopio, para identificar si hay cambios anormales en algunas de
ellas. Si se encuentran células con cambios anormales, estos podrian haber sido
causados por algun VPH y pueden representar la existencia de una lesion en el
cuello del utero, que si es detectada a tiempo puede ser tratada antes de
convertirse en cancer. Estamos investigando nuevas técnicas que podrian ser
mejores que el Papanicolaou para detectar lesiones causadas por el VPH, que al
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ser identificadas y tratadas adecuadamente no se convertiran en cancer de cuello
del atero.

¢,De qué se trata este estudio?

Este estudio busca evaluar diferentes estrategias para definir cual de ellas
identifica mejor a las mujeres con riesgo de desarrollar cancer entre aquellas
infectadas con el VPH. Invitaremos a 300 mujeres entre los 30 y 64 afios de edad
en el Municipio de Valle de Angeles, Francisco Morazan.

¢, Quiénes pueden participar?

Mujeres entre los 30 y 64 afios que ya hayan tenido relaciones sexuales, que no
estén embarazadas y que no hayan tenido un parto o aborto en los ultimos tres
meses.

¢, Qué implica para mi participar?

Si usted acepta participar, en su visita le haremos preguntas acerca de sus datos
personales. Ademas, se le recolectaran muestras de células de su cuello del utero
para detectar la presencia del virus (VPH). La recoleccion de las muestras es
similar a la recoleccién para el Papanicolaou.

Usando una de las muestras recolectadas, realizaremos la prueba de VPH. Si su
resultado de la prueba de VPH es negativo, no se le realizaran los estudios
posteriores y por lo tanto debe continuar con sus controles médicos de rutina
dentro de su sistema de salud. Cualquier remanente de las muestras recolectadas
no utilizado seré desechado.

En caso de que su resultado sea positivo para la prueba de VPH, sus muestras se
utilizaran para la realizacién de las diferentes pruebas que se encuentran en
evaluacion, estas incluyen pruebas para detectar ciertas proteinas del virus,
técnicas que mejoran la calidad del Papanicolaou entre otras.

Le pedimos autorizacion para almacenar sus muestras, las cuales utilizaremos
para la evaluacion de otras estrategias que puedan mejorar la deteccion temprana
del cancer de cuello del utero. Para cualquier evaluacion de nuevas estrategias,
solo se usaran sus muestras, pero sus datos personales no seran utilizados ni
compartidos.

Finalmente le recalcamos que su participacion es completamente voluntaria y
puede negarse a participar en cualquier parte del estudio o retirarse de este
cuando quiera. Esto no afectara los servicios que usted recibe dentro de su
sistema de salud.
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¢Mi participacion tendra algun costo para mi o recibiré algun pago por mi
participacion?

Todos los procedimientos del estudio son completamente gratis. Usted ni pagara,
ni recibira ningan pago por su participacion.

¢,Qué muestras seran recolectadas durante el estudio y para qué seran
utilizadas?

Vamos a recolectar tres muestras de células de su cuello del Gtero durante su
visita.

Las muestras de su cuello del utero se utilizardn para determinar la presencia de
VPH y para estudiar las diferentes manifestaciones del virus en las células que
nos puedan ayudar a identificar a las mujeres que estén en mayor riesgo de
desarrollar cancer.

Las muestras seran almacenadas en el Laboratorio de Biologia Molecular, Escuela
de Microbiologia, UNAH. En este documento le pedimos autorizacién para usar
sus muestras en estudios futuros y por lo tanto usted no volvera a ser contactada
por este motivo en el futuro.

Usted recibird los resultados de las pruebas de VPH recolectadas durante su
participacion. Los resultados de las otras estrategias en investigacion no le seran
informados porque no seran utilizados para decidir si usted necesita ser tratada o
no. Sin embargo, si usted prefiere, puede solicitarlos contactando al investigador
principal, Dra. Annabelle Ferrera, Escuela de Microbiologia, UNAH, quien se los
comunicara cuando estén disponibles.

Una vez mas le recordamos que sus muestras almacenadas no seran marcadas
con informacion que la identifique. Solo tendran un cédigo que permitir4 asociarlas
con sus otros datos.

¢Cuales son los beneficios de mi participacion?

El beneficio es que se le realizaran pruebas de alta calidad para la deteccion de
lesiones que podrian convertirse en cancer de cuello del utero.

¢,Cudles son los riesgos de mi participaciéon?

El examen ginecoldgico es incdmodo y en muy pocas ocasiones puede producirle
un sangrado ligero muy corto que desaparece espontaneamente.
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¢Lainformacion que voy a brindar es confidencial?

Toda la informacion que brinde, incluyendo los resultados de sus pruebas, sera
confidencial. Se va a usar un niamero de estudio que la identificara a usted, sus
documentos y sus muestras. La informacién que permite vincular este nUmero con
su nombre se guardara en un lugar seguro y estara disponible unicamente para el
personal del estudio.

El investigador principal es responsable de asegurar la confidencialidad de sus
datos. Todo el personal del estudio mantendra la confidencialidad de su identidad
y su nombre no aparecera en ninguna publicacion con respecto al estudio o sus
resultados.

Instituciones, aprobaciones, seguimientos, preguntas adicionales y futuros
contactos

Este estudio esta coordinado por la Agencia Internacional para la Investigacion en
Cancer y es realizada en Honduras por la Escuela de Microbiologia, UNAH. Es
estudio es financiado por la IARC.

El protocolo del estudio y el consentimiento informado han sido revisados y
aprobados por el Comité de Etica de la Agencia Internacional para la Investigacion
en Cancer y por el Comité de Etica de la Unidad de Investigacion de la Facultad
de Medicina y por el Comité de Etica de la OPS.

Si tiene preguntas adicionales puede hacerlas y discutirlas con el personal del
estudio. Si tiene preguntas adicionales puede contactarse con la Dra. Annabelle
Ferrera, investigador principal de la Escuela de Microbiologia en el teléfono
99902713.
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He leido el consentimiento informado y este formulario.
Iniciales
Y sé lo siguiente:

e Que el Virus del Papiloma Humano (VPH) puede causar cancer de cuello del
Utero si la infeccion no es eliminada por las defensas del cuerpo

e Que actualmente es posible detectar las lesiones en el cuello del utero
utilizando una prueba que detecta el VPH

e Que en este estudio se investigardn varias estrategias para detectar las
lesiones en el cuello del Utero que podrian convertirse en cancer

e Que como parte de los procedimientos del estudio, se me realizardn pruebas y
se recolectaran muestras para investigacion

e Que si tengo un resultado positivo en la prueba de VPH se realizaran pruebas
adicionales, de lo contrario debo continuar mi tamizaje regular dentro de mi
sistema de salud

e Que mis muestras seran almacenadas y podran ser utilizadas en el futuro en
la evaluacidbn de nuevas estrategias que puedan servir para mejorar la
deteccion temprana del cancer de cuello del utero

e Que mi participacion es voluntaria y no tendra ningln costo y que no me
pagaran por participar

e Los riesgos y beneficios de participar en este estudio

e A quién puedo llamar si tengo dudas o preguntas acerca del estudio

e Que me puedo retirar del estudio en cualquier momento o negarme a cualquier
parte del estudio y que esto no representara ningun problema para mi

Si, yo acepto patrticipar

Firma de la participante Nombre completo Fecha
Firma del administrador del consentimiento  Nombre completo Fecha
Firma del testigo Nombre completo Fecha
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Anexo 6. Flujograma Denaturacion y Captura de Hibridos

Desnaturalizacién de muestras recolectadas en solucion PreservCyt para la realizacién de
prueba de Captura de Hibridos

Reciba y verifique las muestras

v

Limpie y prepare las areas de trabajo, mesas

y/o camara de flujo, viales de muestra

v

Rotule las muestras con la numeracion
indicada en la bitacora de procesamiento

v

Para cada muestra rotule un tubo conico y su

tapa con la numeracion de la bitacora

v

Transfiera los tubos conicos y las muestras a

la camara de flujo

v

Tome la 1**muestra y el tubo conico

correspondiente

v

Agite bien el vial de muestra y tr .
gite bien el vial de muestra y trasvase Repita para todas las muestras
inmediatamente 4 ml al tubo conico

v

Destape los tubos conicos, coloque las tapas

boca arriba en orden

v

Agregar 400 ul Sample Conversion Buffer Evite el contacto de la punta con la pared de los tubos

v

Tape los tubos y mezcle en el vortex 5 seg
- Afada 3 gotas del indicador Dye a la

+ botella de Denaturacion Reagent (DNR)
Centrifugue a 3800 rpm por 15 min Prepare la mezcla || -Paracada muestra mezcle 120 ul de
STM/DNR 2:1 STM y 60 n DNR
* -Mezcle la solucion preparada en el
Tt
Con cuidado, pase los tubos a una gradilla y vortex
verifique que se haya formado un boton
rosado/naranja
Remueva la tapa del primer tubo y coloquela
boca arriba
+ Mantenga el tubo invertido y elimine el
exceso golpeandolo suavemente sobre papel
Decante el sobrenadante . L
toalla unas 6 veces. Use un area limpia de la
* toalla cada vez. Devuelva el tubo a la gradilla

Repita para los demas tubos

g
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9

Agregar 150 ul de la mezcla STM/DNR

v

Tape los tubos y asegure las tapas

v

Agite cada tubo en el Vortex a la velocidad
mas alta hasta que se disuelva el boton

v

Prepare los controles y calibradores

El volumen del agua debe ser
suficiente para cubrir todo el

volumen en los tubos

v

Coloque los controles, calibradores y
muestras en bafio a 65°C; 15 min

v

Saque los tubos del bafio y agite cada tubo en
el Vortex. Asegurarse de que se haya
resuspendido el boton

v

Coloque los tubos en el bafio a 65°C; 30 min

Preparacion de controles y calibradores

-Afiada 5 gotas del Indicador Dye a la botella de Denaturation
Reagent

-Etiquete la botella con la fecha de expiracion (hasta 3 meses a 2-
8°C)

-Descarte las tapas de los tubos originales de los controles y
calibradores

-Agregue el volumen requerido de DNR a cada tubo. Al agregar
el DNR tenga cuidado de no tocar las paredes de los tubos para
evitar contaminacion cruzada entre los controles y calibradores

Control Volumen DNR
Cal negativo 1000 pl

Cal High risk 500 pl

Cal Low risk 500 pl
Control High risk 500 pl

-Coloque una tapa nueva a cada tubo
-agite individualmente cada tubo en el Vortex, a velocidad alta al
menos 5 seg

v

Saque los tubos del bafio

v

Almacene los tubos a 2-8°C por la noche, o0 a
-20°C por un maximo de 3 meses
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Determinacién Cualitativa de ADN de VPH de Alto Riesgo por Captura de Hibridos

Encienda plato calentador a 65°C

v

Limpie mesa de trabajo

v

Ponga a T° ambiente reactivos y

muestras, calibradores y controles
desnaturalizados

v

Transfiera 75 ul de cada
muestra/Ctrol/Cal al fondo del pocillo en Agite bien los tubos antes de pasar el volumen requerido.

la placa de hibridacion Trate de no tocar las paredes del tubo con la punta

v

Tape la placa e incube 10 min a T°

Prepare la sonda:

Para un lote de muestras mezcla en tubo estéril:

ambiente -1350 p de diluente de sonda y 54 pl de sonda

v

Mezcle la sonsa preparada, vierta en

reservorio y con pipeta multicanal,
agregue 25 ul a cada pocillo

v

Agitar placa 3 min a 1100 rpm

No: agregue otros 25 ul de
@ sonda al pocillo (una sola vez)

Poner a T° ambiente las tiras blancas de

Incubar 1 hora a 65°C en plato calentador

v

Quite la tapa

v

Con multicanal en 125 pl, transfiera

captura. Enumere las columnas con marcador.

contenido completo de
muestras/Ctrol/Cal al pocillo de captura
correspondiente

v

Agitar 1 hora a 1100 rpm

v

Lavar en lavador y secar

v

Agregar 75 ul de Detection Reagent 1

(rosado) con multicanal

v

Incubar 30 min a T® ambiente

+ Agregar 75 pl de Detection Incubar 15 mina T° Loer Tanl :
Lavar en lavador y secar — Reagent 2 (verde) con — nc'u ar 1> min a' > eer @l'P aca en e
multicanal ambiente en oscuridad luminémetro
1
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