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RESUMEN

Antecedentes: por medio de estudios moleculares se ha demostrado que los genotipos oncogénicos del virus del papiloma humano
son el principal factor de riesgo para tener cancer de cuello uterino. La lesion subclinica no produce sintomas y es diagnosticada por
colposcopia o histologia. Ademas, la infeccién latente esta relacionada con el ADN del virus del papiloma humano en el tejido que no tiene
anormalidades clinicas e histoldgicas, por lo tanto, sélo las técnicas moleculares detectan esta infeccion.

Objetivo: determinar si el tratamiento complementario con imiquimod (farmaco con potente actividad antiviral in vitro e in vivo) reduce la
persistencia del virus del papiloma humano cervical.

Pacientes y método: se estudiaron 87 pacientes con antecedentes del virus del papiloma humano cervical y lesion intraepitelial de bajo
grado. Se dividieron en pacientes tratadas con crioterapia, asa diatérmica e imiquimod. Todas tenian diagndstico por citologia cervical,
colposcopia y reaccion en cadena de la polimerasa para virus del papiloma humano. A los 3, 6 y 12 meses después del tratamiento se
realiz6 control por reaccién en cadena de la polimerasa, colposcopia y citologia cervical.

Resultados: de las 87 pacientes estudiadas, las que se trataron con citologia cervical fueron positivas para el virus del papiloma humano
11% (10 mujeres); por colposcopia 8% (7 mujeres) y por reacciéon en cadena de la polimerasa 40% (34 mujeres). La persistencia fue
menor con los métodos combinados de asa e imiquimod, con 29% de las pacientes (5); sin embargo, cuando se utilizé sélo imiquimod la
persistencia fue del 55% (11), que se determiné por el método de reaccion en cadena de la polimerasa.

Discusion: elimiquimod aparentemente tuvo ventajas en 45% de las pacientes, en contraste con la eficacia reportada del 85% en verrugas
genitales y anales. Se demostré la capacidad de eliminar el virus; por lo tanto, es probable que su efecto potencial se observe a largo
plazo. Es evidente que los porcentajes de deteccion viral mejoran con el método de reaccion en cadena de la polimerasa, comparado con
los métodos indirectos como la citologia cervical y la colposcopia. Esto es favorable cuando los genotipos del virus son de alto grado de
transformacioén y nuestros métodos ablativos deban ser conservadores por motivos de fertilidad.

Palabras clave: diagnéstico del virus del papiloma humano, imiquimod, neoplasia intraepitelial cervical, reaccién en cadena de la poli-
merasa.

ABSTRACT

Background: Molecular studies have shown that oncogenic genotypes of human papillomavirus (HPV) are the main risk factor for cervical
cancer development. Sub-clinical wound does not cause symptoms and is diagnosed by colposcopy or histology, in addition the latent
infection is associated with the presence of DNA of the HPV, but when clinical and histological abnormalities are not presented only mo-
lecular techniques can detect this infection.

Objective: To determine if complementary processing with imiquimod, recent medicament with powerful antiviral activity in vitro as in vivo,
reduces the cervical persistence of HPV.

Patients and methods: This study was carried out with 87 patients, who had antecedents of HPV cervical and intraepithelial wound with
low degree. Patients were divided as follows: treated with cryotherapy, cervical loop electrosurgical and imiquimod, all with diagnosis by
cervical cytology, colposcopy and polymerase chain reaction (PCR) for HPV. At 3, 6 and 12 months after the processing, PCR, cervical
cytology and colposcopy control were carried out again.

Results: Out of the 87 patients studied, 11% (10) patients treated with cervical cytology were positive for VPH; with colposcopy 8% (7) of
patients and with PCR 40% (34) of patients; decreased persistence with combined methods of loop and imiquimod was obtained in 29%
(5) patients; however, when utilized imiquimod alone, there were 55% (11) patients with persistence determined by PCR method.
Discussion: Imiquimod appears to be beneficial in 45% of the patients, in contrast with efficacy reported until 85% in genitals and annals
warts, in addition, the capacity of eliminating the viruses has been shown, therefore it is possible that its potential effect could be observed
long-time. It is evident that the percentages of viral detection are improved for PCR method, compared with indirect methods as cervical
cytology and colposcopy, which is favorable when virus serotypes are of high degree of transformation and ablative methods should be
conservatives due to fertility motives.

Key words: HPV diagnosis, imiquimod, cervical intraepithelial neoplasm, polimerase chain reaction.
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RESUME

Antécédents : les études moléculaires ont démontré que les génotypes oncogéniques du virus du papillome humain sont le principal
facteur de risque pour avoir cancer du col utérin. La lésion subclinique ne produit pas de symptdmes et elle est diagnostiquée a 'aide de
colposcopie ou histologie. En plus, I'infection latente est liée avec 'ADN du virus du papillome humain dans le tissu qui ne présente pas
des anormalités cliniques et histologiques, donc, seules les techniques moléculaires détectent cette infection.

Objectif : déterminer si le traitement complémentaire avec imiquimod (médicament récent a puissante activité antivirale in vitro et in vivo)
réduit la persistance du virus du papillome humain cervical.

Patients et méthode : étude comprenant 87 patientes avec des antécédents du virus du papillome humain cervical et Iésion intra épithéliale
de bas grade. Elles ont été classées en patientes traitées avec cryothérapie, avec anse diathermique et avec imiquimod. Toutes avaient
un diagnostic par cytologie cervicale, colposcopie et réaction en chaine de la polymérase pour virus du papillome humain. Aux 3, 6 et 12
mois apres le traitement on a fait un contrdle par réaction en chaine de la polymérase, colposcopie et cytologie cervicale.

Résultats : des 87 patientes étudiées, celles qui ont été traitées par cytologie cervicale ont résulté positives pour le virus du papillome
humain 11% (10 femmes) ; par colposcopie 8% (7 femmes) et par réaction en chaine de la polymérase 40% (34 femmes). La persistance
a été mineure avec les méthodes d’anse et d'imiquimod, avec 29% des patientes (5) ; toutefois, lorsqu’on a seulement employé imiquimod
la persistance a été de 55% (11), déterminée par la méthode de réaction en chaine de la polymérase.

Discussion : en apparence I'imiquimod a eu des avantages chez 45% des patientes, en contraste avec l'efficacité rapportée de 85%
dans des verrues génitales et anales. On a démontré la capacité d’éliminer le virus ; donc il est probable que son effet potentiel s'observe
along terme. Il est évident que les pourcentages de détection virale améliorent avec la méthode de réaction en chaine de la polymérase,
en comparaison avec les méthodes indirectes comme la cytologie cervicale et la colposcopie. Ce qui est favorable quand les génotypes
du virus comportent un haut degré de transformation et nos méthodes ablatives doivent étre conservatrices pour des raisons de fertilité.
Mots-clé : diagnostic du virus du papillome humain, imiquimod, néoplasie intra épithéliale cervicale, réaction en chaine de la polymé-
rase.

RESUMO

Antecedentes: os estudos moleculares demostraram que os genotipos oncogénicos do virus do papiloma humano sédo o principal fator
de risco para ter cancer no colo do Utero. A leséo subclinica ndo produz sintomas e diagnostica-se por coloscopia ou histologia. Além do
mais, a infecdo latente estéa relacionada com o ADN do virus do papiloma humano no tecido que ndo apresenta anormalidades clinicas e
histolégicas, entdo, somente as técnicas moleculares detectam essa infegéo.

Objetivo: determinar se o tratamento complementéario com imiquimod (farmaco recente com atividade potente antiviral in vitro e in vivo)
reduz a persisténcia do virus do papiloma humano cervical.

Pacientes e método: estudo de 87 pacientes com antecedentes do virus do papiloma humano cervical e leséo intraepitelial de baixo
grau. Dividiram-se em pacientes tratadas com crioterapia, asa diatérmica e imiquimod. Todas tinham diagnoéstico por citologia cervical,
colposcopia e reacéo em cadeia da polimerasa para virus do papiloma humano. Aos 3, 6 e 12 meses depois do tratamento se fez controle
por reacéo em cadeia da polimerasa, colposcopia e citologia cervical.

Resultados: das 87 pacientes estudadas, aquilas tratadas por citologia cervical foram positivas para o virus do papiloma humano 11%
(10 mulheres); por coloscopia 8% (7 mulheres) e por reagdo em cadeia da polimerasa 40% (34 mulheres). A persisténcia foi menor com
os métodos combinados de asa e imiquimod, com 29% das pacientes (5); todavia, quando se utilizou imiquimod s6, a persisténcia foi do
55% (11), que foi determinado pelo método de reacéo em cadeia da polimerasa.

Discuséo: o imiquimod teve aparentes vantagens no 45% das pacientes, em contraste com a eficacia reportada do 85% em verrugas
genitais e anais. Se demostrou a capacidade de eliminar o virus, entdo, é probable que seu efeito possa ser observado ao longo prazo. E
evidente que as porcentagens de detegao viral melhoram com o método de reagcdo em cadeia da polimerasa, comparado com os métodos
indiretos tais como a citologia cervical e a coloscopia. Isto é favorable quando os genotipos do virus séo de alto Grau de transformacgéo
e 0s nossos métodos ablativos devam ser conservadores por motivos de fertilidade.

Palavras chave: diagnéstico do virus do papiloma humano, imiquimod, neoplésia intraepitelial cervical, reagdo em cadeia da polimerasa.

ran cantidad de factores influyen para pade-

* Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Endocrinas cer Ca.ncer (ferVI(fou/te?mo’ sin embargo, los
del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional estudios epidemiolégicos y moleculares de-

Siglo XXI, Instituto Mexicano del _Seguro Social. México, DF. mostraron que los genotipos oncogénicos del virus del
** | aboratorio de Investigacién en Biologia Molecular, Facultad

de Ciencias Quimicas, Universidad Auténoma de Guerrero. papiloma humano'? son el principal factor de riesgo

) ) i ) para tener este tipo de cancer y sus lesiones precurso-
Correspondencia: Dr. Marcelino Hernandez Valencia. . itelial El ADN del vi del
E-mail: mhernandezvalencia@prodigy.net.mx. Tel./fax: 5627-6913. ras (intraepiteliales escamosas). elvirus de
Recibido: septiembre, 2005. Aceptado: abril, 2006. papiloma humano se encuentra en 99.7% de los casos
de céncer cervicouterino.>® La lesion clinica es visible

La version completa de este articulo también esta disponible en o ) ;
internet: www.revistasmedicasmexicanas.com.mx y se distingue por condilomas o verrugas genitales; la

318 GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA DE MEXICO



Virus del papiloma humano

lesién subclinica no produce sintomas y se diagnostica
por colposcopia o histologfa.®” La infeccién latente se
relaciona con el ADN del virus del papiloma huma-
no en el tejido que no tiene anormalidades clinicas e
histolégicas. Sélo las técnicas moleculares detectan
esta infeccidn, sin que la enfermedad, atin no latente,
evolucione a intraepiteliales escamosas y luego a
cancer cervicouterino.®!

En la actualidad existen varios tratamientos para
las infecciones intraepiteliales escamosas, pero no son
efectivos para el virus del papiloma humano. Estos
tratamientos comprenden citotoxicidad inducida
quimicamente y métodos ablativos que permiten la
destruccion y escision del tejido infectado por el virus
del papiloma humano, como: crioterapia, electrocoa-
gulacién diatérmica, termocoagulacién, vaporizacién
conléser de COZ, asa diatérmica, conizacion con bisturi
e histerectomia.''® Existen tratamientos tépicos, como:
acidos orgénicos, acido tricloracético y bicloracético, y
los antimetabolitos que comprenden al 5-fluorouracilo
y agentes antimicéticos, como la podofilina y la podo-
filotoxina. También existen las vacunas terapéuticas,
antivirales (aciclovir, vidarabina) y finalmente los
inmunorreguladores, como el interferén-alfa y el imi-
quimod. Este tiltimo se administra frecuentemente en
el tratamiento de verrugas con el propésito de eliminar
el agente causal."”?* El imiquimod es una molécula que
representa a la familia de las imidazoquinolinas y es
un modulador de la respuesta inmunitaria con potente
actividad antiviral y antitumoral in vitro e in vivo. Se
desarroll6 para el tratamiento de verrugas genitales,
pero también demostré eficacia, por su capacidad para
estimular la produccién del factor de necrosis tumoral
alfa y otras citocinas en las células infectadas, en contra
del virus del papiloma humano.”?

La division més reciente se basa en el potencial
oncogénico del virus del papiloma humano y se es-
tablecieron dos categorias diferentes. La primera son
los relacionados con neoplasia intraepitelial cervical
I, producidos por el virus del papiloma humano del
genotipo 6, 11,42, 43 y 44, los cuales se relacionan con
verrugas genitales benignas y en raras ocasiones con
cancer cervical invasor. Los segundos se relacionan
con: neoplasia intraepitelial cervical II, neoplasia in-
traepitelial cervical III, cAncer cervical, del pene, vulva
y ano, provocados por el virus del papiloma de los

genotipos 16, 18, 31 y, con menos frecuencia, los 33,
35,45, 51y 56.1819303¢ E] virus del papiloma es el resul-
tado de la relacién huésped-agente y el tratamiento
de las infecciones intraepiteliales escamosas consiste
en métodos ablativos y quirtrgicos que no tienen
efectividad del 100%. El propésito de este estudio
es evaluar el resultado de los distintos tratamientos
administrados en estas lesiones, relacionados con el
uso del imiquimod, y la eliminacién de la lesién y del
virus del papiloma humano.

PACIENTES Y METODO

Estudio experimental realizado en mujeres derechoha-
bientes del Instituto Mexicano del Seguro Social, de la
clinica de displasias del Hospital General de Subzona
Ntm. 3, con seguimiento de tres afios. Se incluyeron
87 mujeres y se dividieron en cinco grupos de estudio
conforme el diagndstico se establecié6 mediante col-
poscopia (lesién clinica), Papanicolaou (picnocitos)
y la deteccién del virus del papiloma humano por
reaccién en cadena de la polimerasa. Estos estudios
se realizaron en el Laboratorio de Biomedicina Mo-
lecular y Citopatologia de la Facultad de Ciencias
Quimico-Biolégicas de la Universidad Auténoma
de Guerrero. El grupo I se traté con crioterapia (20
pacientes), el II con conizacién (20 pacientes), el III
con imiquimod crema al 5% (20 pacientes), el IV con
crioterapia mas imiquimod crema al 5% (10 pacientes)
y el V con conizacién més imiquimod crema al 5% (17
pacientes). Se solicit6 el consentimiento informado
de cada paciente para obtener la muestra cervical y
se les garantiz6 confidencialidad de los resultados.
Se utilizaron materiales desechables para la toma de
la muestra. Los desechos de las muestras y los reac-
tivos contaminados se eliminaron de acuerdo con las
normas de seguridad para la eliminacién de residuos
biolégicos y téxicos que establece la Norma Oficial
Mexicana NOM-087-ECOL-1995.

En la evaluacién inicial se realizé una encuesta y
se registraron datos sociodemogréficos, de comporta-
miento sexual y de salud reproductiva. Después del
tratamiento, en todos los grupos se repitieron los estu-
dios de colposcopia, Papanicolaou y la deteccién para
tipificaciéon de ADN del virus del papiloma humano
a los seis meses y al afio para el seguimiento del caso.
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Después de seis meses de tratamiento se considerd
que las pacientes se habian curado cuando no tenfan
lesiéon ni ADN del virus del papiloma humano (PCR).
Se consideré que habia persistencia del padecimiento
cuando se encontré lesién (Papanicolaou y colpos-
copia) y ADN del virus del papiloma humano antes
de un afio del tratamiento. Se consideré que habia
recurrencia del padecimiento cuando tenian lesién y
ADN del virus del papiloma humano después de un
afo del tratamiento.

Se seleccioné a mujeres sexualmente activas, con
diagnéstico de lesiones intraepiteliales escamosas de bajo
grado y con infeccién por el virus del papiloma detectada
por reaccién en cadena de la polimerasa, que no se trata-
ron la lesién ni la infeccién. Para el estudio citolégico se
realizaron dos extendidos exocervicales con una espatula
y se asegurd la muestra de la zona de transformacién
escamocolumnar y de la lesién visible; con un cepillo
cervical se obtuvo la muestra endocervical.

El cepillo cervical con la muestra endocervical, para
el estudio molecular, se colocé en un tubo Eppendorf
con solucién de lisis compuesta por Tris 10 mm ph 8.0,
EDTA 20 mm ph 8.0 y SDS 0.5%; todo en condiciones
de esterilidad. Para obtener el ADN cervical se lavaron
con fenol-cloroformo-alcohol-isoamilico, previa incu-
bacién en un bafio metabdlico con proteinasa K (100
mg/mL) a 65°C. Esto con el propésito de degradar
las proteinas del medio. Después se realizaron cuatro
lavados con fenol-cloroformo-alcohol-isoamilico,
se mezclaron con vortex durante 45 segundos y se
centrifugaron 5 minutos a 1,400 rpm a 4°C. El fenol,
aligual que el cloroformo, tienen la funcién de desna-
turalizar activamente las proteinas y se obtienen tres
fases: acuosa, proteica y de restos celulares y fendlicos.
Se recuper¢ la fase acuosa, se agregé LiCI 8M para
separar el RNA de la muestra, se centrifug6 durante
cinco minutos a 1,400 rpm, se recuper6 nuevamente la
fase acuosa en un tubo Eppendorf limpio y se agregé
NaCI 5M. Se agit6 por unos segundos y se le agregd
isopropanol para visualizar la hebra de ADN y para
tenerlo libre de sales se utiliz6 etanol al 70%. Cuando
se obtuvo el ADN se resuspendié en 55 pL de agua
desionizada estéril y se midi6é su concentracién y
pureza en un espectrofotémetro de luz ultravioleta.
Después, al ADN se le realiz6 la técnica de la reaccion
en cadena de la polimerasa.®

Amplificacion del ADN viral por reacciéon en cadena de
la polimerasa

A la muestra de ADN genémico se le aplic6 la técnica
de la PCR con los iniciadores MY09 y MY11 de Bauer
y Manos, que son complementarios a una region del
gen LI del VPH, la cual se conserva y el producto de
la amplificacién es de aproximadamente 450 pb. La
mezcla de reaccion se hizo con H,O desionizada estéril,
Buffer PCR 1X (GOLD), 4 desoxinucleétidos (dATP,
dTTP, dGTP) 0.6 mM (GOLD), MgCL, 2mM (GOLD),
iniciadores MY09 y MY11, 1 pM y 2.0 U de Taq ADN
polimerasa (GOLD) y se agreg6 de 0.5 a 2 pg del ADN
gendémico; la mezcla final fue de 50 pL. La amplifica-
cién se realizo en el termociclador Gene Amp System
2400 (Perkin Elmer). Se comenz6 con un periodo de
desnaturalizacién a 95°C durante 10 minutos. Después
se realizaron 40 ciclos con desnaturalizacién a 95°C du-
rante un minuto, alineamiento de los oligonucle6tidos
iniciadores a 54°C durante un minuto y extensién de
la cadena de ADN a 72°C durante 10 minutos. Como
controles positivos se us6 ADN dela linea celular HeLa
que contiene VPH 18 y ADN de las células Caski, las
cuales contienen virus del papiloma humano tipo 16
que se cloné en olasmido (1ng, 1pg como controles de
sensibilidad). Como controles negativos se usaron ADN
gendmico sano y agua desionizada estéril. Se incluy6
como control interno el gen de la B-globina humana
y se utilizaron los oligonucleétidos iniciadores GP20
y PC04 que amplifican un fragmento de 286 pb. Este
altimo permite confirmar la integridad del ADN, al
que se le realizo la técnica de reaccién en cadena de
la polimerasa. Dicha amplificacién se realizé sélo en
muestras seleccionadas al azar y aproximadamente
en 2 pg de ADN purificado, y se obtuvo una muestra
final de 50 pL.%

Tipificacion del virus del papiloma humano por restric-
cion de fragmentos polimérficos (RFLPs)

Después de obtener el producto de la reaccién en ca-
dena de la polimerasa se tomaron 5 pL de la reaccién
final y se hizo un corrimiento electroforético en gel
de agarosa al 1.5%. Posteriormente, el gel se tifié con
bromuro de etidio y se observé en un transiluminador
deluz UV (Foto/UV 15). Se imprimi6 la imagen (Foto-
dyne Incorpored) y se capturé en un fotodocumentador
(GeneGenius Syngene).
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Las muestras positivas a la reaccién en cadena de la
polimerasa se restringieron con una mezcla de Buffer
1X, H,O,RNAasa 0.1 mg/mL, 2 U de cada enzima: Bam
Hi, Dde I, Inf. I, Pst I, Rsa I, Sau 3AI y ADN amplificado
para cada reaccién. Para visualizar los resultados se
realizé nuevamente un corrimiento electroforético en
gel de agarosa al 2.5%, con 14 pL del producto final dela
restriccion. Después, con la ayuda de un patrén de res-
triccién establecido para 44 tipos virales diferentes, se
determiné el tipo de virus del papiloma humano.*

Tratamientos

Crioterapia

Se realizé en una sesion, de tres a cinco minutos, con equipo
de crioterapia por 6xido nitroso con crioprobos de oro. Se
congeld el tejido cervical dafiado y después de que el crio-
probo tuvo contacto con el cuello uterino se activé un anillo
alrededor del tejido congelado llamado bola de hielo.

Asa diatérmica

Se realiz6 el corte y coagulacién del tejido dafiado con
un asa de platino mediante corriente de alta frecuen-
cia. Después de delimitar la zona de transformacién
atipica, se infiltré el cuello uterino con anestesia local y
un vasoconstrictor. La punta del asa se coloc6 de 3a 5
mm fuera del margen lateral de la lesién, en la posicién
correspondiente a las tres y se desplazé lentamente a
lo largo hasta alcanzar un punto situado de 3 a 5 mm
del margen lateral en el lado contrario. La profundidad
del tejido escindido fue de 6 a 8 mm por debajo del
epitelio superficial.

Imiquimod crema al 5%
Se administraron 250 mg de imiquimod crema al 5% en
el cuello uterino con un aplicador de pléstico en forma

de jeringa, una vez por semana en 12 ocasiones. Los
lavados vaginales se realizaron tres horas después de
la primera aplicacidn, seis horas después de la segunda
aplicacién y si no habia sintomas se suspendieron en
caso de tener molestias. En la tercera aplicacién los
lavados se realizaron ocho horas después.

Crioterapia o0 asa térmica méas imiquimod

La aplicacion de 250 mg de imiquimod crema al 5%
fue cada 12 semanas. Se inici6 a la sexta semana de la
crioterapia o del uso del asa diatérmica.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos de las encuestas y los resultados de los
estudios se capturaron en una base de datos del programa
SPSS-10, donde se obtuvieron frecuencias simples que in-
cluian desviacién estandar y porcentajes. Ademas, se realizd
la prueba de X? para comparar los grupos en estudio.

RESULTADOS

Se evaluaron mujeres entre 32 y 37 afios de edad con
diagnoéstico de infeccién por el virus del papiloma
humano latente. El inicio de la vida sexual en estas
mujeres fue entre 19 y 24 afios de edad. Las caracte-
risticas ginecoobstétricas de la poblacién por grupo
de estudio se presentan en el cuadro 1. Los cambios
después de los diferentes tratamientos se analizaron
por cada método de diagnéstico que se utilizé para
identificar el virus del papiloma humano o la lesién.

La frecuencia de infeccién por el virus del papilo-
ma humano latente, detectada mediante los cambios
celulares por Papanicolaou, se eliminé en 95% (19/20)
de las pacientes que recibieron asa, seguida por los
tratamientos combinados, como: crioterapia maés

Cuadro 1. Caracteristicas de las pacientes incluidas en el estudio descritas como promedio + desviacion estandar

Variable Crioterapia Asa Imiquimod  Crioterapia  Asa diatérmica
diatérmica + imiquimod + imiquimod

n=20 n=20 n=20 n=10 n=17

Edad (afios) 33+8 37+6 372 33+4 321

IVS (afios) 19+3 21+3 202 24 +5 20+3

Menarquia (afios) 13+2 13+1 13+1 13+1 13+2

Embarazos 2+2 3+2 3+2 2+1 2+1

Partos 2+2 21 22 1+£1 1+1

IVS: inicio de vida sexual.
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Cuadro 2. Persistencia de infeccion demostrada por cambios celulares (picnocitosis) con papanicolaou después de un afio del trata-

miento

Citologia Crioterapia Asa diatérmica Imiquimod Crioterapia-imiquimod Asa diatérmica-imiquimod
n =20 (%) n =20 (%) n = 20 (%) n =10 (%) n=17 (%)

Normal 17 (85) 19 (95) 17 (85) 9 (90) 15 (88)

LIEBG 3(3) 1(5) 3(15) 1(10) 2(12)

LIEBG = lesion intraepitelial de bajo grado

imiquimod con 90% (9/10) de efectividad y asa més
imiquimod con 88% (15/17). La crioterapia y el imiqui-
mod, como monoterapia, tuvieron efectividad del 85%
(17/20) en la eliminacion de la lesién (cuadro 2).

La lesion provocada por el virus del papiloma
humano (lesién intraepitelial de bajo grado), que
se detecté mediante colposcopia postratamiento,
reveld que al combinar la crioterpia mas imiquimod
y al aplicar imiquimod solo se logra 100% de elimi-
nacioén de la infeccion. El asa méas imiquimod tienen
94% (16/17) de efectividad, el asa 90% (18/19) y
finalmente la crioterapia tiene 89% de regresion del
virus del papiloma humano (cuadro 3).

El resultado del estudio molecular por reaccién en
cadena de la polimerasa, en la deteccién y tipificacion
del virus del papiloma humano, indica que la com-
binacién de la crioterapia més imiquimod (7/10), asa
mas imiquimod (12/17) y crioterapia sola (14/20) fue
mas efectiva en la eliminacién de la infeccién viral con
70% de efectividad, seguidos por el asa y el imiquimod
con 55 y 45%, respectivamente (cuadro 4).

La frecuencia de los genotipos que producen la in-
feccién por el virus del papiloma humano, posterior
alos tratamientos, demostré que en el grupo tratado
con crioterapia el virus disminuyé del 100 al 30% en
el tejido obtenido del cuello uterino, donde 5% fue del
tipo de bajo riesgo (VPH MM7 (PAP291) LVX82) y 5%
de alto riesgo (VPH 31). En otro 5% de la poblacién
no se identificé el tipo viral y en 15% (3/20) de los
tipos virales no se logro distinguirlos.

La frecuencia de infeccién por el virus del papilo-
ma en el grupo tratado con conizacién disminuyé a
45%; de estas pacientes, 15% fue de bajo riesgo (54,
61 y CPA4173/LVX100), 5% de alto riesgo (VPH 31)
y del 25% (5/20) no se pudo distinguir el tipo viral
(figura 1).

La frecuencia de la infeccién por el virus del papiloma
humano en el grupo tratado con imiquimod disminuy6
a 55%, de donde 15% fueron tipos de virus de papiloma
humano de bajo riesgo (6, 61y 62), 5% de alto riesgo (16)
y 35% (7/20) de tipos virales no distinguibles.

La frecuencia de la infeccién por el virus del papi-
loma humano en el grupo tratado con conizacién mas

Figura 1. Se muestra la electroforesis de los productos de reaccion
en cadena de la polimerasa para la identificacion del tipo de virus
del papiloma humano en las muestras de las pacientes en estudio.
Carriles 1,9: marcador de peso molecular de 123 pb. Carriles 1,2:
muestras negativas. Carriles 4, 5, 6, 7 y 8: muestras positivas. Carriles
10, 11y 12: controles positivos (ADN del virus del papiloma humano
18 de células HeLa, ADN del virus del papiloma humano 16 a 1ngy
1pg). Carriles 13 y 14: muestras negativas (ADN sano y agua).

Cuadro 3. Persistencia de lesion demostrada por colposcopia después de un afio del tratamiento

Colposcopia Crioterapia Asa diatérmica Imiquimod Crioterapia-imiquimod Asa diatérmica-imiquimod
n =20 (%) n =20 (%) n =20 (%) n =10 (%) n=17 (%)

Normal 16 (80) 18 (90) 20 (100) 10 (100) 16 (94)

LIEBG 4 (20) 2 (10) 0(0) 0 (0) 1(6)

LIEBG = lesion intraepitelial de bajo grado
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Cuadro 4. Persistencia de infeccién por virus del papiloma humano demostrada por PCR después de un afio del tratamiento

PCR Crioterapia Asa diatérmica Imiquimod Crioterapia-imiquimod Asa diatérmica-imiquimod
n =20 (%) n =20 (%) n =20 (%) n =10 (%) n=17 (%)

) 14 (70) 11 (55) 9 (45) 7 (70) 12 (71)

+) 6 (30) 9 (45) 11 (55) 3(30) 5(29)

LIEBG = lesion intraepitelial de bajo grado

PCR = reaccion en cadena de la polimerasa (técnica de biologia molecular)

imiquimod disminuy6 a 30%. El 12% correspondi6
al virus del papiloma humano de bajo riesgo (VPH
CP141, LVX160 y CP8304) y 18% por tipos virales
indistinguibles (cuadro 5).

Estos resultados carecen de diferencias estadistica-
mente significativas en el porcentaje de persistencia
entre los tratamientos para la lesién intraepitelial de
bajo grado (p = 0.85) y para la infeccién latente (p =
0.35), aun cuando las frecuencias revelan que alguno
de los tratamientos es mds efectivo para eliminar
la lesion intraepitelial de bajo grado o la infeccién
latente.

CONCLUSIONES

La crioterapia elimin la lesién del 80 (16/20) al 85%
(17/20), que se comprobd por colposcopia y Papanico-
laou, respectivamente. La efectividad de la crioterapia
en la eliminacién de la infeccién por el virus del papilo-

ma humano latente fue del 70%; por lo tanto, se puede
decir que se curaron 14 de 20 mujeres, de las cuales
una tenia infeccion por el virus del papiloma humano
CP8304 (de bajo riesgo) y en el resto de las mujeres la
infeccién no se pudo distinguir. Sin embargo, hubo
dos casos de persistencia; uno fue de un tipo viral de
alto riesgo (VPH 31), en el que la lesién desaparecio,
y el otro caso de un virus de papiloma humano de
bajo riesgo (MM7/PAP291), en el que, atin después
del tratamiento, el Papanicolaou y la colposcopia
mostraron datos de que la lesién persistié. En otro
caso la infeccién era por dos tipos diferentes. Se logré
eliminar la de un tipo, aunque no se pudo identificar.
Esto indica que si bien los métodos ablativos son
efectivos en la eliminacion de la lesién, los ciclos de
congelamiento no siempre alcanzan el sustrato basal
y pueden quedar algunas células infectadas por el
virus, lo que permite la persistencia y la posibilidad
de que la lesién aparezca nuevamente.

Cuadro 5. Genotipos virales del virus del papiloma humano en los casos de persistencia después del tratamiento

Genotipos Crioterapia Asa diatérmica Imiquimod Crioterapia-imiquimod  Asa diatérmica-imiquimod
n =20 (%) n =20 (%) n =20 (%) n =10 (%) n=17 (%)
Negativos 14 (70) 11 (55) 9 (45) 7 (70) 12 (71)

31 1(5) - - - -

54 - 1(5) - - -

61 - 1(5) 1(5) - -

52 - 1(5) - - -

6 - - 1(5) - -

16 - - 1(5) - -

62 - - 1(5) - -

58 - - - 1(10) -
MM7(PAP291)LVX82 1 (5) - - - -
CP141(LVX160) - - - - 1(6)
LVX100 - 1(5) - - -

Similar al tipo 45 1(5) - - - -
Similar al tipo CP8304 - - - - 1(6)
Producto de PCR

Insuficiente 3 (15) 5 (25) 7 (35) 2 (20) 3(17)

PCR = reaccién en cadena de la polimerasa (técnica de biologia molecular)
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El asa diatérmica mostré efectividad en la eli-
minacion de la lesién del 90 (18/20) al 95% (19/20)
por colposcopia y Papanicolaou, respectivamente,
lo que coincide con otros resultados reportados pre-
viamente."*'* Ademas, la efectividad del asa para la
eliminacién de la infeccién por el virus del papiloma
humano es del 55%. A pesar de esta baja efectividad, es
importante mencionar que se logré curar a 25% (5/20)
de las mujeres que tenian infeccién por genotipos
virales de alto riesgo. Sin embargo, se encontraron
casos de posible reinfeccién: uno es el caso del virus
del papiloma humano 52, ya que la paciente inicial-
mente tenian el tipo 18; dos casos que al principio
tenian infeccién minima y después del tratamiento se
identificaron como virus 54 y 61 (de bajo riesgo), y otro
caso de persistencia del virus CP4173/LVX100, en el
cual el estudio colposcépico reveld lesion por el virus,
caso similar a lo reportado en otros estudios.??*%

En las pacientes en quienes después de haber
eliminado la lesion persisti6 la infeccién por el virus
del papiloma humano, fue importante erradicar la
infeccién. Para esto se valoré la efectividad del imi-
quimod crema al 5%. Actualmente, el imiquimod no
es el tratamiento de eleccién para eliminar la infeccién
clinica; sin embargo, en nuestro estudio la efectividad
para eliminar la infeccién y la lesién visible fue del 85%
(17/20) por Papanicolaou y 100% (20/20) por colpos-
copia. S6lo siete pacientes tenian diagndstico inicial
de lesién del epitelio; por lo tanto, la eliminacién de
la infeccién por el virus del papiloma humano latente
se logroé sélo en 45% (9/20). En la poblacién que no se
logré eliminar se disminuy6 la infeccién: del 55% de
persistencia general a 35% (7/20) que refiri6 infeccién
minima por el virus del papiloma humano.

Aunque la efectividad del imiquimod sea baja, hay
resultados importantes, como los que corresponden a
los cuatro casos que tenian el virus del papiloma huma-
no 16, ya que se elimind la infeccién, incluso cuando dos
pacientes tenian infeccién clinica y s6lo en un caso hubo
persistencia de la infeccién latente, pero no clinica. Se
logré eliminar la infeccién en un caso de VPH31 sin le-
sién evidente por Papanicolaou, lo que permite deducir
que el imiquimod incrementa la respuesta inmunitaria
y contribuye a eliminar la infeccién. Esto se muestra
en mujeres con infeccién minima; en cuatro casos se
eliminé completamente la infeccion clinica y la latente.

Sin embargo, el virus del papiloma humano 61, 62y 6
persistieron, por lo que el tiempo de evaluacién y el pe-
riodo de aplicacién quiza sean factores importantes que
inﬂuyeron en esta persistencia. Desafortunadamente,
hasta el momento se carece de publicaciones en las que
se utilice imiquimod en el cuello uterino. Sélo se utilizé
enla vulva en el tratamiento de neoplasia intraepitelial
vulvar y sus resultados reportan que es un tratamiento
prometedor para eliminar este tipo lesiones. En todos
los estudios donde se report6 la administracién de
imiquimod para tratar verrugas genitales y anales, la
mayoria de las pacientes tuvo reacciones secundarias,
aun cuando la aplicacién del imiquimod fue en zonas
diferentes. En nuestros resultados no se observaron
pacientes con reacciones secundarias.

La efectividad de la crioterapia mas imiquimod y
del asa diatérmica més imiquimod crema al 5% para
eliminar la lesién intraepitelial de bajo grado fue si-
milar. Por lo tanto, el Papanicolaou y la colposcopia
tienen porcentaje mayor para los casos que recibieron
la crioterapia sin la crema (90 y 100%, respectivamen-
te), es decir, que se logré curar a 9 de 10 mujeres. El
asa diatérmica, como tratamiento tinico, tuvo efecti-
vidad del 88 al 94%, respectivamente: se logré curar
a 15 de 17 mujeres. Nuestros resultados son similares
a otra investigacion,” donde se estudiaron cuatro
pacientes con diagndstico de neoplasia intraepitelial
vulvar 3 mas virus del papiloma humano. Se les
administré imiquimod crema al 5% después de la
crioterapia o vulvectomia parcial. Se observé que la
aplicacién de imiquimod crema al 5%, después del
tratamiento ablativo o la aplicaciéon de un agente
tépico, es efectiva en la eliminacién de la infeccién
por el virus del papiloma humano. El 70% de las
mujeres tratadas con imiquimod lograron eliminar
al virus del papiloma humano. De ellas, tres casos
tenfan virus de alto riesgo y uno persistencia del
virus 58: el Papanicolaou y la colposcopia resultaron
negativos. El uso del asa diatérmica mds imiquimod
crema al 5% tiene 70% de efectividad para curar la
infeccién latente, incluso cuando en la mayor parte
de los casos se trataba de infeccién por el virus del
papiloma humano de alto riesgo y sélo hubo un caso
de persistencia al VPHCP8304. Ademds, un caso tuvo
reinfeccién del virus CP141 (LVX160) y en 18% de los
casos restantes la infeccién fue minima.
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En los casos de infecciéon minima se eliminé la
clinica por completo. Por este motivo existe la posi-
bilidad de que el imiquimod crema al 5%, con mas
tiempo de aplicacién y en un periodo de evaluaciéon
mas largo, tenga mejores resultados.

En este trabajo, desafortunadamente, no se
controlé la posibilidad de reinfeccién, ya que el
virus del papiloma humano es una enfermedad de
transmision sexual y fue imposible vigilar al com-
pafiero sexual de las mujeres. Esto también es causa
importante en los casos de persistencia. Tampoco
se controld el uso de preservativo y el consumo de
vitamina E.
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