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Resumen

Introduccién: las displasias severasy los carcinomas in situ son |os verdader os precursores
del cancer de cuello uterino. La infeccién por €l virus del papiloma humano (HPV) es un
factor etioldgico importante en €l origen de las lesiones intraepiteliales escamosas de alto
grado (H-SIL) y e cancer de cuello uterino de tipo epidermoide.

Objetivo: determinar la prevalencia de los tipos de HPV descriptos como mas frecuentes en
otras regiones, en una muestra seleccionada de mujeres de Uruguay portadoras de displasias
severasy carcinoma in situ de cuello uterino, con su diagndstico confirmado por el estudio
histologico de piezas de conizacion quirurgica.

Material y método: Se selecciond una muestra de piezas de conizacion quirUrgica realizadas a
mujeres portadoras de displasias severas y carcinomas intraepiteliales epidermoides de cuello
uterino procedentes de Montevideo y Canelones. Las piezas fueron fijadas en formol y luego

incluidas en parafina.

Resultados: se detectd la presencia de &cido desoxirribonucleico (ADN) de HPV en 39 de

las 49 (80%).

El tipo viral hallado con mayor frecuencia fue el HPV 16 en 23 de los conos (47%), seguido
por €l tipo 33 con siete casos (14%) vy el tipo 31 en dos casos (4%). Se destaca la ausencia del

tipo HPV 18 en esta muestra.
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Conclusion: se demostro la frecuente asociacion entre infeccion por HPV y las lesiones
precursoras del cancer de cuello uterino. Dentro de los cuatro tipos de HPV investigados y
descriptos como mas frecuentes en otras regiones, se detectd con mayor frecuencia el tipo 16
al igual que lo ocurrido en otras regiones del mundo.

Palabrasclaves INFECCIONESPORPAPILLOMAVIRUS
DISPLASADEL CUELLODEL UTERO.
CARCINOMAIN STU.
NEOPLAS ASDEL CUELLO UTERINO - etiologia.
Keywords PAPILLOMAVIRUSINFECTIONS

UTERINE CERVICAL DYSPLASA.

CARCINOMAIN STU.

UTERINE CERVICAL NEOPLASMS- etiology.

Introduccion

El cancer de cuello uterino es unaenfermedad que ocupa
el tercer lugar en incidencia en las mujeres de Uruguay
con unatasagjustadade 17,0 por 100.000 mujeres parael
afio 2003. Es precedido como localizaciones mas frecuen-
tespor el cancer demamay colony recto. Como causade
muerte ocupael quinto lugar dentro delas causas neopl &
sicas mas frecuentes en la mujer produciendo alrededor
de 140 muertes por afio en Uruguay, con unatasa de mor-
talidad gjustadade 5.99 por 100.000 (1999-2003)®.

Se conoce lahistorianatural de la enfermedad que es
precedida por lesiones precursoras. Estas lesiones pre-
cursoras se encuentran en el espesor del epitelio pavi-
mentoso Y, de acuerdo a su probabilidad de evolucion al
cancer, selas clasifica desde el punto de vista citol 6gico
en lesiones intraepitelial es escamosas de bajo grado (L-
SIL) y altogrado (H-SIL)®@9.

Existe evidenciade quelaslesionesL-SIL integradas
por lesionesHPV vy displasias|evesregresan espontanea-
mente més de 57%, persisten como tales 32%, progresan a
carcinomain situ 11%Yy acancer invasor menosde 1%. De
las lesiones H-SIL integradas por displasias moderadas,
severas y carcinoma intraepitelial, se comprobo que re-
gresan aproximadamente 30% pero que progresan a can-
cer mésde 12%X.

Por este motivo se consideraalaslesionesH-SIL como
|lasverdaderas precursorasdel cancer de cuello uterino de
tipo epidermoide.

Lainfeccion por el virusdel papilomahumano (HPV)
esun factor etiol 6gicoimportanteen el origen delaslesio-
nesH-SIL y e cancer decuello uterino detipo epidermoide.
Se ha propuesto como €l factor etioldgico “ necesario” de
cancer en humanos. No existe por e momento unahipéte-
sisaternativasobrelaetiologiadel cancer de cuello uteri-
no®7,
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Con losestudiosdetipificacion viral se haencontrado
gue algunos tipos virales denominadostipos de alto ries-
016,18, 31, 33, 35, 39,45, 51, 52, 56, 58, 59y 68 seasocian
con mayor frecuenciaalaslesionesH-SIL. Dentro deeste
grupo los hallados con mayor frecuencia son los cuatro
primeros. Se les vinculacon mas de 75% de los canceres
invasores.

Dentro delostipos denominadosdebajoriesgo, €l 6y
11 son los més frecuentes. Estos tipos de bajo riesgo son
raros de encontrar en el cancer de cuello uterino y lesio-
nes precursoras, pero se les encuentra con mucha fre-
cuenciaen lasverrugasgenitales, analesy enlaorofaringe.

Lamayoriadelasinfeccionespor HPV en mujeresjé-
venes es transitoriay un pequefio porcentaje de ellas de-
sarrolla infecciones persistentes. Estas infecciones tran-
sitorias son ocasionadas mayoritariamente por tipos de
HPV de bajo riesgo mientras que las infecciones persis-
tentes suelen ser ocasionadas por los tipos de HPV de
alto riesgo®919),

Lostiposviraesdealtoriesgo 16 y 18 se han descrip-
to como los més frecuentes en lesiones H-SIL y cancer,
encontrandose también que la prevalencia del tipo 18 es
variable en las diferentes regiones.

Existen trabajos que muestran que los dos tipos vira-
lesmasfrecuentes 16 y 18 serian losresponsablesy posi-
ble causa de 70% de | os canceres epidermoides.

Por este motivo es que algunos autores proponen ala
tipificacion de los HPV de alto riesgo como una herra-
mientaaevaluar en el tamizaje primario del cancer de cue-
Ilo uterino™.

En los Ultimos afios se han desarrollado vacunas pro-
filacticastendientesaevitar el ingreso delostiposvirales
dealtoriesgo 16y 18 a organismo delamujer. Estaesuna
formade prevencidn del cancer de cuello uterino muy efec-
tiva paralos tipos virales mas frecuentes en las lesiones
precursoras del cancer de cuello uterino epidermoide.
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En Uruguay no se conoce la prevalencia de los dife-
rentestiposde HPV en cancer de cuello uterino invasor, ni
tampoco se conoce en las lesiones precursoras.

Por este motivo se considerd importante determinar la
prevalenciadelainfeccion por HPV enlaslesionesH-SIL
y dentro de ellas en especial las displasias severasy car-
cinomain situ de cuello uterino.

En patologiacervical lacitologiarealizauna* aproxi-
macion diagndstica’ de lesiones precursoras o cancer de
cuello. El diagndstico debe confirmarse mediante labiop-
siadirigida por colposcopiay es €l estudio histolégico el
que hace el diagnostico.

Laslesiones precursoras del cancer de cuello uterino
corresponden desde el punto de vista histol6gico a las
displasias moderadas, severasy a carcinomain situ. Su
confirmacion diagndstica requiere el estudio seriado del
cuello uterino mediante conizacion quirdrgicao procedi-
miento L EEP (L oop Electrical Excision Procedure).

El objetivo de este trabajo fue determinar laprevalen-
ciadelostipos de HPV descriptos como mas frecuentes
en una muestra de las mujeres de Uruguay portadoras de
displasias severas y carcinoma in situ de cuello uterino,
con su diagnéstico confirmado por el estudio histolégico
de piezas de conizacion quirdrgica

Material y método
Muestra

Se selecciond unamuestra de pi ezas de coni zacion quirdr-
gicarealizadas amuijeres portadoras de displasias severas
y carcinomasintraepitelial es epidermoides de cuell o uteri-
no procedentes de Montevideo y Canelones que fueron
procesadas en el Laboratorio deAnatomia Patol 6gicadel
Hospital Saint Boisy en el Laboratorio deAnatomia Pato-
|6gicadel Hospital Policial de Montevideo, Uruguay. Es-
tas mujeres son usuarias delos servicios de salud publica
y provienen del area metropolitana de Montevideo. Se
corresponden a la totalidad de las piezas existentes de
procedimientos quirdrgicos realizados desde enero de 2004
hasta diciembre de 2007, a mujeres procedentes de los
departamentos de Montevideo y Canelones con edades
entre 25y 54 afios, que fueron estudiadas en los mencio-
nados |aboratorios.

Fueron excluidas aquellas piezas portadoras de lesio-
nes de displasiamoderada o menores. L as displasias mo-
deradas forman parte delaslesiones H-SIL, pero no fue-
ron consideradas pues su diagnéstico histoldgico puede
en algunos casos ser discordante entre pat6logos.

L aconfirmacion diagnosti caanatomopatol 6gicase rea
lizd de acuerdo entre los dos patélogos jefes de ambos
laboratorios.

Estas piezas de conizacion fueron fijadas en formol y
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luego seincluyeron en parafina.
Procedimiento de extraccion de dcido desoxirribonucleico

Laextraccion de &cido desoxirribonucleico (ADN) delas
muestras serealizd en el laboratorioATGen SRL.

Para cada muestra se desparafinaron diez cortes de 6
micrasdel tejido embebido, utilizando un promedio detres
lavados sucesivos de xilol mediante centrifugacion. Se
utilizaron cuchillas descartables individuales para cada
una de las piezas de conizacion estudiadas.

El precipitado selavé dos veces en alcohol absolutoy
seresuspendid en 500 ul detiosianato de guanidina4M y
seincubo 10 minutos a56°.

Paralaextraccion del ADN se utiliz6 el método con-
vencional de fenol/cloroformo descripto por Sambrook
J en 700 ul de fenol-cloroformo 1:1, centrifugando a
maxima velocidad. La fase acuosa se separd en un tubo
limpioy seadiciondigua volumen deisopropanol a 100%
y centrifugd amaximavel ocidad por 15 minutos, el preci-
pitado fue lavado por centrifugacion dos veces en etanol
70% paraluego resuspenderlo en 50 ul deaguamilliQ.

Valoracion de la aptitud del ADN para ser amplificado por PCR

Dosul de ADN fueron utilizados como molde para reac-
cionesen cadenadelapolierasa (PCR) entiempo real uti-
lizando como agente intercalante Sybr green'y el aparato
Rotor Gene 3000 de Corbett Research. Laausenciadein-
hibidoresy laaptitud deADN extraido paraser amplifica
do secorrobord trasamplificar un fragmento de 230 pb del
gen de beta globina humana.

Aquellas muestras que resultaron positivas para beta
globinahumanaseintrodujeron en el protocolo deinves-
tigacion delapresenciadeADN de HPV.

En las que resultaron negativas se realizaron nuevas
extracciones.

Investigacién de la presencia de ADN de HPV

Serealiz6 por PCR entiempo final utilizando losiniciado-
res GP5 y 61 para determinar la presencia de ADN de
HPV.

Para determinar el tipo de HPV se utilizaron oligonu-
cledtidosiniciadores de la PCR especificos paracadage-
notipo®.

Cadareaccion de PCR sereslizé utilizando enlamezcla
de reaccién 5uM de cada oligonucledtido iniciador dela
PCR en 2,5 uM de dNTPs, cinco unidades de Tag ADN
polimerasaen 25l finalesde buffer de PCR.

Cinco ul del producto de PCR se mezclaron con igual
volumen de buffer de carga'y se sembraron en geles de
acrilamidaal 6%. Semigraronal50V por aproximadamen-
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te 45 minutos (hasta que €l azul de bromofenol del buffer
decargalleg6 a final del gel) y se colorearon con nitrato
de plata seglin Sanguinetti y colaboradores (1994)19.

Investigacion de posibles inhibiciones de la PCR

Todos |os casos negativos obtenidos para cada tipo fue-
ron sometidos a una segunda PCR, idénticaala anterior,
conteniendo 1 ul de ADN sintético del genotipo de HPV
que se proponiaanalizar.

Métodos estadisticos

Se calcularon losinterval os de confianzabinomia es para
las proporciones de | os distintos subtipos de HPV.

Resultados

El procedimiento de detecciony tipificacion del ADN de
HPV serealizo6 sobre 50 piezas de conizacion quirdrgica,
de las cuales se pudo obtener material para su estudio en
49,

Lamuestraintegro piezas quirdrgicas de mujeresentre
25y 54 afios (media: 37,6 afios, desvio estandar: 7,96).

Se detectd lapresenciadeADN deHPV en 39 delas49
(80%) piezas de conizacion estudiadas (tabla 1).

El tipo viral hallado con mayor frecuenciafueel tipo 16
en 23 de los conos (47%, de lo cuales en 18 casos ho se
presentd con ninguno de |os otros subtipos de alto riesgo

analizados), seguidos por €l tipo 33 con siete casos (14%)
y €l tipo 31 en dos casos (4%). Se destacala ausencia del
tipo HPV 18 (tabla2, figural).

No seencontraron diferencias significativas en laedad
de las pacientes paralos diferentes tipos de HPV.

A suvez, dentro delas 39 piezas de conizacion que se
encontroADN de HPV, 22 fueron infecciones por un solo
tipo de HPV investigado (56,4%) mientras que cinco fue-
roninfeccionesmixtas (12,8%) y 12 (30,8%) se correspon-
dieron a otros tipos de HPV diferentes de los investiga-
dos (tabla3).

Discusion

Se comprobd la asociacion entre displasias severasy car-
cinomain situ de cuello uterino con la presenciade ADN
de HPV en 80% de | os casos investigados. Este hallazgo
esta de acuerdo con |o encontrado por otros investigado-
res®19 mientras que el ADN de HPV se encuentra entre
95% a100% de las muestras de cancer invasor y entre 5%
a 20% de las muestras de mujeres sin patologia cervical
demostrable’®. Dentro delostipos de alto riesgo investi-
gadosel hallado con mayor frecuenciafued tipo 16, en 23
delaspiezasestudiadas, 47% (32,5-61,7); seguidos por €l
33,14%(5,9-27), y e 31 en 2,4% (2,26-19,60). Esto con-
cuerdacon | os hallazgos comuni cados con anterioridad®.
Aungue en unarevision extensa realizada por Insinga®?,
lafrecuenciaa HPV 31 fue mayor que la encontrada en
esta casuistica.

Tabla 1. Presencia de ADN de HPV en la muestra analizada

NuUmero de casos

% (Intervalo de confianza 95%)

Negativo al HPV 10
Positivo al HPV 39
Total de muestras 49

20 (10,3-34,4)
80 (65,6-89,7)
100

HPV: virus del papiloma humano

Tabla 2. Frecuencia de los tipos de HPV investigados

NuUmero de casos

% (Intervalo de confianza 95%)

Positivo al HPV16 23
Positivo al HPV18 0
Positivo al HPV 31 2
Positivo al HPV 33 7
Positivo a HPV no analizados 12

47 (32,5-61,7)

00 (0,0-7,2)
04 (2,26-19,60)
14 (5,9-27)

24 (13,3-38,8)

HPV: virus del papiloma humano
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Subtipos de HPV (en porcentaje)

100

30

40

porc. + int. conf. 95%
60

20

C, ==L  — [

HPV 16 HPV 33

HPV 31

Subtipos (n=49)

HFV 18 Oftros subtipos

Figura 1. Frecuencia relativa de los tipos de HPV investigados. Intervalo de confianza 95%

Tabla 3. Infecciones Unicas o mixtas segun el tipo de HPV analizados

NUmero de casos

% (Intervalo de confianza 95%)

Positivo a HPV 16 o 18 o0 310 33 en forma Uni-
ca o en forma mixta con HPV no analizados
Positivo a HPV mixto entre 16 018 o 310 33
Positivo a HPV no analizados

Total

22 56,4 (39,6-72,1)

5 12,8 (4,3-27,4)
12 30,8 (17,0-47,5)
39 100

HPV: virus del papiloma humano

No se detecté el tipo viral 18 en ninguna de las 49
piezas de conizacion investigadas (Int. conf.: 0-7,2). Este
hallazgo de menor prevalenciadel HPV 18 en H-SIL con-
cuerda con lo comunicado por otros investigadores®, y
enlarevisiénrealizadapor | nsinga™® encontré cuatro pu-
blicaciones con nimeros reducidos de casos que tampo-
co encontraron el HPV 18; esposible que el tipo viral 18
tenga una menor prevalencia dentro de las lesiones pre-
cursoras del cancer de cuello uterino de las mujeres uru-
guayas, pero hay que tener el cuenta el tamafio muestral
considerado. Estos resultados requieren confirmacion con
un estudio de mayor tamafio.

Recientemente, Wheeler y colaboradores*® comuni-
caron que en una muestra de carcinomas in situ y
adenocarcinomas in situ encontraron una prevalencia de
HPV de 97,1%, mayor que el 91% encontrado enloscarci-
nomas invasores. Encontraron el HPV 16 como tipo més
frecuente (56,3%) en los carcinomas in situ seguidos por
e HPV 31(12,6%), HPV 33(8,0%) y € HPV 18(5,9%).

El HPV 16 es €l tipo viral que con més frecuenciada
infecciones persistentesy estas son las que tienen mayor
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riesgo de evolucion a cancer de cuello uterino invasor®.
En 12 casos se detectd lapresenciadeADN deHPV en
|as piezas de conizacidn que no se correspondia con nin-
guno delostiposinvestigados. Esto podriasignificar que
puede haber otro tipo de HPV que no se corresponde con
los investigados y que puede estar relacionado con las
lesiones precursoras del cancer de cuello uterino de esta
muestra analizada. No fue posible realizar la secuencia-
Cion de estas 12 muestras de ADN alos efectos de deter-
minar el tipo o las variantes de HPV detectadas.
Lamayor limitante de este trabajo es su pequefio ta-
mafio muestral, por |o que es conveniente que estos resul -
tados sean confirmados por un estudio de mayor tamafio.
Es de destacar que no existe bibliografianacional que
aporte informacion sobre los tipos de HPV que prevale-
cen en H-SIL. Labibliografiainternacional brinda datos
de prevalencia en el cancer invasor y en las lesiones
precancerosas que son concordantes con os tipos halla-
dos en esta casuistica®9161820-22),
Enlos Ultimos afios apareci eron dos herramientas muy
importantes que seguramente van a cambiar las estrate-
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gias de prevencion del cancer de cuello uterino. Una de
ellaseslavacunacion prof ilécticacontrael virusHPV en
lasnifiasy adolescentes, y laotraesladeteccion deinfec-
ciones por HPV persistentes por los tipos virales
carcinogénicos. Paraestimar el impacto quetendran estas
dos herramientas es muy importante larealizacion de es-
tudios epidemiol 6gicos en las mujeres uruguayas. El co-
nocimiento de la prevalencia de los tipos de HPV en las
|esiones precancerosas es un aporte en esa direccion.

Ladtaprevalenciahalladadel HPV 16 en estamuestra
delesiones precancerosas de cuello uterino de mujeresde
Uruguay, junto con los resultados de ensayos clinicos
gue muestran que las vacunas profil &cticas contrael HPV
16y 18 tienen unaataeficaciaparaprevenir laslesiones
precursoras del cancer de cuello uterino, hacen suponer
que laimplementaci én de lavacunacion profilactica con-
trael HPV podriatener unfuerteimpacto sobrelaaparicion
de nuevos casos de cancer en la poblacion vacunada.

Conclusion

Se demostré la frecuente asociacion entre infeccion
por HPV y las lesiones precursoras del cancer de cuello
uterino. Dentro delos cuatro tiposde HPV investigadosy
descriptos como més frecuentes en otras regiones, se de-
tecté con mayor frecuenciad tipo 16 al igual quelo ocurri-
do en otras regiones del mundo.

Sedestacalaausenciadel tipo viral 18 enlasmuestras
estudiadas.

Lapresenciadelostiposviraes 31y 33 lesiguen en
frecuenciaa HPV 16 como laencontradaen otrascomuni-
caciones.

Summary

Introduction: severe dysplasia and carcinoma-in-situ
(CIN) isactually thefirst grade of uterine cervical cancer.
HPV infection constitutes an important etiological factor
for theorigin of High-grade Squamous Intraepithelial Le-
sion (H-SIL) and uterine cervical epidermoid cancer.

Objective: to determine the prevalence of HPV types
that are described as more frequent in other regions, from
asample of Uruguayan women carriers of severe dyspla-
sia and uterine cervix carcinoma in situ, with diagnosis
confirmed by the histological study of surgical conization
pieces.

Method: we selected a sample of surgical conization
piecesfrom women who were carriers of severe dysplasia
and intraepithelial epidermoid cancer of the uterine cervix
in Montevideo and Canel ones. Pieceswerefixed informol
and then embedded in paraffin.

Results: weidentified the presence of HPV deoxiribo-
nucelic acid (DNA) in 39 out of 49 patients (80%). The
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most common type of virus found was HPV 16 in 23 of
cones (47%), followed by HPV 33, found in seven cases
(14%). We stand out the absence of HPV 18 inthissample.

Conclusion: we proved the usual association between
HPV infections and precursor lesionsto uterine cervical
cancer. Among the four types of HPV studied and de-
scribed as more common in other regions, we identified
HPV 16 as the most common, the same as it happensin
other parts of the world.

Résumé

Introduction: les dysplasies sévéres et les carcinomes in
situ sont lesvrais précurseurs du cancer du col del’ utérus.
L’infection par levirusdu papillome humain (HPV) est un
facteur étiologiqueimportant al’ origine deslésionsintra
épithéliales squameuses de haut degré (H-SIL) et le cancer
du col del’ utérus de type épidermoide.

Objectif: déterminer la prévalence des types de HPV
décrits selon leur fréquence dans d’ autres régions, dans
un échantillon de femmes uruguayennes porteuses de
dysplasies sévéres et carcinomein situ du col del’ utérus,
avec diagnostic confirmé par étude histol ogique de piéces
de conisation chirurgicale.

Matériel et méthode: on fait un prélévement de pieces
de conisation chirurgicale de femmes porteuses de dys-
plasies sévéres et carcinomes intra épithéliaux épider-
moides du col utérien, originaires de Montevideo et de
Canelones. Les piéces sont fixées en formol, puisinclues
en paraffine.

Reésultats: 39 sur 49(80%) ont révélé présenced’ acide
désoxyribonucléque (ADN) deHPV.

Letypeviral leplusfréquent fut leHPV 16 en 23 cones
(47%), puis sept cas (14%) du type 33 et deux cas(4%) du
type 31. Onsignalel’ absence dutype HPV 18.

Conclusion: la fréquente association entre infection
par HPV et leslésions qui préconisent le cancer du col de
|" utérusfut prouvée. Parmi lesquatretypesde HPV étudiés
et décrits commeles plus fréguents dans d’ autres régions
du monde, letype 16 fut aussi e plus fréguent.

Resumo

Introducdo: as displasias severas e 0s carcinomasin situ
s80 os verdadeiros precursores do cancer de colo uterino.
A infeccdo pelo virus do papiloma humano (HPV) é um
fator etiol 6gico importante naorigem das|esdesintraepi-
teliaisescamosas de alto grado (H-SIL) eo cancer decolo
uterino detipo epidermoide.

Objetivo: determinar a prevaléncia dos tipos de HPV
descritos como maisfregiientes em outras regides, em uma
amostra sel ecionada de mulheres no Uruguai portadoras
de displasias severas e carcinomain situ de colo uterino,
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com diagnéstico confirmado pelo exame histoldgico de
material obtido por conizagdo cirdrgica.

Material emétodo: umaamostrade pegas de conizagdo
cirurgicarealizadas a mulheres de Montevidéu e Canelo-
nes portadoras de displasias severas e carcinomasintrae-
piteliai s epidermoides de colo uterino foi selecionada. As
pecasforam fixadasem formol e posteriormenteincluidas
em parafina.

Resultados: em 39 das 49 (80%) amostrasfoi detecta-
daapresencade &cido desoxirribonucléico (ADN) deHPV.
Otipol6 de HPV foi encontrado em 23 dos cones (47%),
seguido pelo tipo 33 com sete casos (14%) eotipo 31 em
dois casos (4%). Nesta amostra o tipo HPV 18 néo foi
detectado.

Conclusdo: a associagcdo entre infeccdo por HPV e
|esBes precursoras de cancer de colo uterino foi demons-
trada. Dos quatro tipos de HPV pesquisados e descritos
como frequentes em outras regides, o tipo 16 foi o que
apresentou maior fregiiéncia como em outras partes do
mundo.
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