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Deteccion del virus del papiloma humano
en pacientes sin coilocitosis pero con cambios
nucleares en citologias cervicales

Human papillomaviruses detection in patients
with lack of koilocytosis but presenting nuclear

changes in cervical paps

Capdeville-Garcia D,' Martinez-Garza SG,> Gutiérrez-Constante S,> Coronado-Pérez H,> Pina-Aguilar RE,?

Gutiérrez-Gutiérrez AM.?

> RESUMEN

Objetivo: Detectar la presencia del virus del papiloma
humano (VPH) en pacientes con citologia normal sin
coilocitosis pero con cambios nucleares y correlacionarla
con los datos colposcopicos.

Material y métodos: Sc utilizd6 PCR ¢ hibridacion
reversa en linea para reconocer la presencia de 27 tipos
de VPH. Se analizaron 50 muestras consecutivas con ci-
tologla normal, pero con cambios nucleares: células de
tipo superficial o intermedio con citoplasma y cromatina
normal; el ntcleo tiene tamano normal o un incremento
discreto en el didmetro y presenta el contorno angulado
o espiculado; no hay coilocitosis. La colposcopia y cito-
logia se realizaron el mismo dia.

Resultados: Ocho de las 50 (16%) muestras presenta-
ron VPH. Los VPH encontrados fueron seis de tipo de
alto riesgo, uno de probable alto riesgo y uno de bajo
riesgo. En 24/50 (48%) de las colposcopias efectuadas se
encontraron zonas acetorreactivas indicativas de VPH.
Conclusiones: Los cambios nucleares encontrados en
estas citologias normales se relacionan en 16% con la
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> ABSTRACT

Objective: To detect HPV DNA in patients with lack of
koilocytosis but presenting nuclear changes in cervical paps and to
correlate them with colposcopic features.

Material and methods: HPV Consensus PCR and Line
blot genotyping were used to demonstrate the presence of 27
type of HPV . Fifty consecutive cytobrushes were analyzed after
the pap smear was diagnosed as normal smear but presenting
nuclear changes: supetficial and intermediate cells with normal
cytoplasm, normal chromatin, normal o enlarged nuclei and
irregularities in nuclear contour (angulations starlike) without
koilocytosis). Colposcopy examination and pap smear were rea-
lized the same day.

Results: HPV DNA was presented in 8 of 50 samples (16%0).
Six high risk HPV, 1 probably high risk and 1 low risk HPV
were found. Forty eight percent (24/50) of the patients presented
acetowhite lesions suggesting the presence of HPV/.

Conclusion: 'The nuclear changes found in these normal smears
showed a 169 of association to HPYV DNA, which it discards
a direct relationship. However, 75% with HPV infection diag-
nosed by molecular test had acetowhite lesions suggesting the
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presencia de VPH, lo cual descarta una relacion directa.
Sin embargo, de las muestras que presentaron VPH, 75%
mostrd datos consistentes con VPH por colposcopia. Es
de gran importancia realizar la detecciéon de VPH en pa-
cientes con una colposcopia positiva.

Palabras clave: colposcopia, diagndstico molecular,
PCR, México.
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presence of HPV. This information allows us to suggest that all
positive colposcopies should have an HPV test.

Key words: colposcopy, molecular diagnosis, PCR, Mexico.

> INTRODUCCION

En la Repuablica Mexicana, el cincer cervicouterino
(CaCu) es un importante problema de salud.! Sin em-
bargo, a pesar de las grandes campanas realizadas con el
fin de llevar a cabo una deteccién oportuna del CaCU,?
ste se reconoce aun en etapas avanzadas y por consi-
guiente se incrementa el ndamero de muertes por dicha
causa. A lo largo de tres décadas se ha evidenciado el
papel etiologico del virus del papiloma humano (VPH)
en el CaCu.? En este pais, la deteccion del CaCU vy las
lesiones premalignas se realiza con el diagndstico citolo-
gico y el informe histopatologico de biopsias del cérvix.
El diagnéstico citologico de la infeccion por VPH en el
cérvix se fundamenta en el reconocimiento de la célu-
la conocida como coilocito. No obstante, este criterio
citologico no siempre esti presente y existen lesiones
detectadas por colposcopia y biopsia en las que el patron
corresponde al de una lesion viral y, pese a ello, en el es-
tudio citoldgico no se demuestran los datos citopaticos
de la lesion por VPH. En vista de lo anterior, como es-
tudio preliminar se revisaron 50 biopsias de cérvix en las
cuales se encontraron los criterios de la lesion de VPH
en el epitelio ectocervical, siempre y cuando el estu-
dio citolégico se hubiera interpretado como normal o
sin cambios de lesion viral. En dichas biopsias, ademads de
los cambios caracteristicos a VPH, se identificaron cé-
lulas con cambios nucleares: células de tipo superficial o
intermedio que no tienen alteraciones en el citoplasma;
elnicleo muestraun tamafio normal o apenascrecidoenel
didmetro y posee un contorno angulado o espiculado. La
cromatina corresponde a grumos finos y homogéneos;
no se observan coilocitosis (Imagen 1). Estos cambios
también estaban presentes en las citologias de estas pa-
cientes. Tal alteracidon citoldgica puede relacionarse con
el VPH y corresponder a una imagen inicial o anterior a
la aparicién del coilocito.

Imagen 1.
Citologia. Tincion de Papanicolaou (100x). Las células con cambios nucleares estan
sefialadas con flechas.

Con base en estos datos preliminares y la observacién
de que tales cambios nucleares estan relacionados con los
cambios citolégicos limitrofes vinculados con VPH,® se
decidi6 analizar a un grupo de pacientes con citologias
normales y estos cambios nucleares. Los propositos del
estudio fueron los siguientes: a) conocer el porcentaje de
VPH en estas lesiones; b) determinar una posible relacion
entre VPH y dichos cambios nucleares; y, ¢) correlacionar
la presencia de VPH con los hallazgos evidenciados por
colposcopia. Los resultados de este estudio tratan de anali-
zar si los cambios nucleares pueden anteceder a la aparicion
de los cotlocitos producidos por la infeccion de VPH.

> MATERIAL Y METODOS

Sujetos

Previa firma del consentimiento informado, autoriza-
do por el comité de ética, se incluyd a 50 mujeres con
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diagndstico citologico normal pero con cambios nuclea-
res (un minimo de 15 células con estos cambios nucleares
presentes en la citologia). Al momento de obtener la
segunda citologia, se recolectd el cepillo utilizado para
realizar la preparacion de la laminilla y se deposité en PBS
(amortiguador de fosfatos). Con posterioridad se llevo a
cabo la colposcopia. Las células cervicales se conserva-
ron a —20 °C hasta obtener el resultado de la citologia.
Ademds, se recogié un historial clinico para identificar
los principales factores de riesgo relacionados con la in-
feccion de HPV: nombre, edad, toma de la muestra, apta
para citologia, antecedente familiar de cancer, quiénes y
dénde, nimero de parejas sexuales, uso de preservativo,
menarca, edad de primera relacién sexual, fecha de la dl-
tima menstruacién, embarazos, partos, cesareas, abortos,
anticonceptivos orales, anticonceptivos hormonales, an-
tecedentes de infecciones vaginales, reporte de citologia,
informe de deteccién de VPH, informe de colposcopia.

Citologias

Las muestras se fijjaron y procesaron con la técnica con-
vencional de Papanicolaou. Los frotis se analizaron en un
microscopio Zeiss convencional de luz transmitida a
un aumento de 100x. Todas las citologias las reviso el
mismo patdlogo.

Deteccion de VPH

1. Extraccion del ADN

El tubo que contenia el cepillo se agitd mediante un
vortex para desprender las células cervicales; luego se
centrifugd para recuperar el botén celular. Este se digirié
para liberar el ADN en bufter “TE-9” con adicién de
proteinasa K y se incubd en agitacién; a continuacion se
realizaron dos extracciones fenol-cloroformo, de las cua-
les se recuper6 el sobrenadante para después precipitar
el ADN con sales y etanol; luego, al secarse la pastilla,
se reconstituyd el ADN en TE 1X. Su cuantificacion se
realiz6 mediante densitometria con el fotodocumentador
Gel Doc 2000.

2. Deteccion del ADN del VPH
La deteccion vy tipificacion de VPH se llevo a cabo con
el dispositivo HPV Consensus PCR and Genotyping
donado por Roche Molecular Systems, Inc. En este
instrumento se amplifica el DNA del tejido cervical
mediante la PCR con la utilizacién de los iniciadores
My09/My11 que se aparean a la region L1 del genoma
del VPH (capaces de amplificar una gran variedad de ti-
pos de VPH). En todas las reacciones se incluyé un par
de iniciadores para el gen de la globina B, el cual sirvi6
como control interno para demostrar la presencia del
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Tabla 1.
Caracteristicas de la poblacion estudiada
Rango Media DE

Edad (afios) 20-48 33 7
Embarazos 0-6 1.84 1.52
Partos 0-4 1 1.27
IVSA (afos) 14-32 22.7 3.49
CS 1-4 1 1

IVSA, inicio de vida sexual activa; CS, compaferos sexuales; DE, desviacion
estandar.

DNA gen6émico amplificable. En seguida, el producto
amplificado, marcado previamente durante la amplifica-
ci6n con biotina, se transfirio a las tirillas de nitrocelulosa
mediante la técnica de hibridaciéon reversa en linea y se
mostré la hibridacién mediante una reaccion de quimio-
luminiscencia. Las membranas posecen oligonucledtidos
especificos para la tipificacién de 27 tipos de VPH. Las
tirillas de nitrocelulosa contienen unidas las sondas espe-
cificas para cada tipo de VPH en diferentes posiciones a
lo largo de ella, de tal manera que posteriormente es posi-
ble determinar el tipo de VPH de acuerdo con la posicidon
donde se apared o "pegd" el producto amplificado a par-
tir del ADN de las células cervicales.

Colposcopia

Las tomas de las citologias, asi como las colposcopias, las
efectud la misma ginecdloga. Se realizaron de manera
convencional de acuerdo con la técnica de Schiller con
dcido acético al 5% en un colposcopio Vasconcelos
con una lente 40x y aumentos de 10, 16 y 25x.

Métodos estadisticos

De las variables analizadas se obtuvieron porcentajes, me-
dias y desviacidn estandar. Para el anilisis de las medias se
utilizé la t de Student y para las variables dicotomicas la
prucba de Fisher.

> RESULTADOS

El total de las muestras incluidas en el estudio se analizd
por citologia y biologia molecular sin dificultad alguna.
La edad de las pacientes y los antecedentes ginecoobsté-
tricos de cada una de las personas se describen en la Tabla
1. Las respuestas de las pacientes acerca de los métodos de
anticoncepcion usados fueron las siguientes: 76% utili-
zaba preservativo, 6% anticonceptivos orales, 8% sufria
una obstruccion tubaria bilateral y 10% no usaba ningin
método.
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Imagen 2.

Amplificacion de VPH. Gel de agarosa al 2% en el cual se observan algunos de los
productos amplificados a partir del ADN; la banda de 268 pb corresponde a una por-
cion del gen de la globina B (control interno) y la banda de 450 pb a la amplificacion
del HPV. M, marcador de peso molecular; -: control negativo; +: control positivo
(muestra con VPH 16).

Muestras

696
501
330

De las 50 pacientes estudiadas, 24 (48%) presenta-
ron areas acetorreactivas durante la colposcopia, un signo
indicativo de la presencia de HPV. El VPH se detectd
por PCR en ocho (16%) de las 50 muestras analizadas
(Imagenes 2y 3). De las ocho muestras que presentaron
VPH, seis fueron de alto riesgo (tipos 58, 35, 18, 56 [n =
2] y MM?7), una de probable riesgo alto (tipo 26) y sélo
una muestra presentd HPV tipo 11 de bajo riesgo. No
se presentaron coinfecciones en ninguna de las muestras.
En la Tabla 2 aparecen un resumen de las muestras en
las cuales se detectd6 VPH vy el resultado de la colposco-
pia. Se agrup6 a las personas en pacientes con VPH vy sin

Imagen 3.

Tipificacion de VPH. Tiras para tipificar los 27 tipos de VPH; se puede observar que
las sondas del control interno son positivas en todas las muestras, con excepcion
del control negativo; -: control negativo; +: control positivo (muestra con VPH 16);
las ultimas ocho tiras corresponden a pacientes.

Controles
internos

Tipo 16 58 3511 26 18 56 MM7

VPH para reconocer la relacion entre las caracteristicas
sexuales; no se reconocieron diferencias de relevancia es-
tadistica en ninguno de los grupos (Tabla 3).

> DIScusION

A pesar de los esfuerzos de los programas de deteccion
temprana del CaCU, estas campanas no han sido efica-
ces en México por diversas razones y la enfermedad es
aun un importante problema de salud publica, toda vez
que es la primera causa de muerte por cincer en muje-
res mexicanas. Por ello se propuso realizar este estudio,
con la finalidad de buscar las caracteristicas indicativas de

Tabla 3.
Caracteristicas de las pacientes con y sin infeccion de HPV

Tabla 2.

Caracteristicas de las muestras con VPH
No. muestra Tipo del Caracteristica Resultado fle

VPH del VPH colposcopia

8A 58 Alto riesgo Positiva
9A 86 Alto riesgo Negativa
13A 1 Bajo riesgo Positiva
26A 26 aiff’;ts";o Positiva
31A 18 Alto riesgo Positiva
35A 56 Alto riesgo Positiva
43A MM7 Alto riesgo Negativa
45A 56 Alto riesgo Positiva

Caracteristicas Infeccion de HPV Sin infeccion de HPV
n=_8 n=42

Edad 29.8+6.7 332+72

Embarazos 1£2 2x2

Partos 1=+1 11

IVSA (afios) 21.8+4.6 22933

CS 1.8+1.3 1+0

Colposcopia positiva 6 (75%) 18 (43%)

Uso de conddn 2(33.3%) 10 (23.8%)

IVSA, inicio de vida sexual activa; CS, comparieros sexuales.
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infeccién por VPH en citologias diagnosticadas como
normales y, de esta forma, sugerir el diagnéstico molecu-
lar del VPH cuando sea necesario.

El diagnéstico de cambios nucleares en citologias de
apariencia normal se vincula en 16% con la presencia del
VPH, mientras que por medios colposcopicos este por-
centaje es mayor (48%). Es importante senalar que estas
muestras se diagnosticaron como normales en el Sistema
Bethesda® y, segtn los estudios realizados en la poblaciéon
mexicana, el porcentaje de VPH en mujeres controles
oscila entre 17% 'y 21%;>7 en el plano internacional se ha
encontrado una cifra de 10.4%,% por lo que el porcentaje
de 16% encontrado en este estudio se halla dentro del
rango general. Es posible concluir que los cambios nu-
cleares no parecen tener un vinculo con la infeccién por
VPH, ya que la frecuencia de VPH es similar a la infor-
mada en citologias normales. Sin embargo, es todavia una
interrogante saber si el virus no inflige un dano citologico
antes de su eliminacién.

Un hallazgo importante es que de las muestras que
presentaron VPH, 75% (6/8) mostr6 datos indicati-
vos de VPH por colposcopia. Sin embargo, no son claros
los mecanismos subyacentes en el 43% de las mues-
tras que fueron positivas por colposcopia, pero negativas
para la deteccion de ADN de VPH. En consecuencia, los
autores sugieren que las muestras positivas por colposco-
pia se sometan a la deteccion de VPH.

No se encontrd relacidon entre ninguna de las carac-
teristicas sexuales en los grupos de pacientes con VPH y
sin €l

En México se ha observado que hasta 94% de
los CaCU presenta VPH; los mds frecuentes son los
tipos 16 (48.8%), 18 (18.4%), 58 (15.4%) seguidos de
varios tipos de VPH en bajo porcentaje.® En otro estudio
en el que se analizaron muestras de citologias normales,
los tipos de VPH mis frecuentes fueron 16, 53, 31y 18
(la frecuencia no fue mayor de 1.7%).” En este estudio, el
VPH mis frecuente fue el 56 (4% de toda la poblacién) y
todos los demds tuvieron una proporcién de 2% (18, 58,
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35, 11, 26 y MM7). A nivel mundial, las mujeres estin
infectadas con los tipos 16, 18 o ambos, en un porcentaje
de 32%. Estas diferencias se pueden explicar por las ca-
racteristicas poblacionales y la dindmica epidemioldgica
de cada pais.

Sin duda, la informacién encontrada aporta da-
tos importantes para la epidemiologia molecular de la
poblacién mexicana y corrobora resultados anteriores
indicativos de que la infeccion estd presente aun con una
citologia normal. Este estudio permitié6 demostrar que
los cambios nucleares no se vinculan con la infeccién de
VPH. Sin embargo, al estar presentes en estas citologias
es posible un nexo con otro tipo de infecciones.

Los resultados del presente trabajo sugieren que en
pacientes con citologias normales y datos consistentes
con infeccidén por VPH observados por colposcopia se-
ria de utilidad la deteccién de VPH, de tal manera que
pueda instituirse un seguimiento mas estrecho en estas
pacientes.
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