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RESUMEN

El cancer cervical o de cuello uterino, es el segundo més frecuente en mujeres a nivel
mundial; se ha descrito que la infeccién por Virus de Papiloma Humano (VPH) de alto
riesgo oncogénico es el principal factor etiolégico de esta malignidad, aunque es
considerada como una causa necesaria pero insuficiente para su desarrollo. EI método de
cribado para esta patologia es la citologia o papanicolaou que permite identificar cambios
celulares sugestivos de infeccion viral, pero no detecta directamente al VPH. Esto se logra
mediante métodos moleculares sensibles y especificos como la PCR que generalmente
utiliza hisopados cervicales o biopsias como material biologico. Debido a las
complicaciones e incomodidad que pudiera implicar la toma de estas muestras, se han
realizado pruebas con otras menos invasivas y costosas, como la orina. En base a lo
mencionado anteriormente, en este trabajo se realizo la deteccion y tipificacion de VPH en
muestras de hisopados o raspados endocervicales, usadas rutinariamente para ello, y en
muestras de orina, comparando los resultados obtenidos en ambos casos y evaluando la
efectividad del uso de muestras de orina. Los porcentajes de positividad obtenidos con
ambos tipos de muestra (68,6% en hisopados cervicales y 62,9% en muestras de orina) son
similares y comparables a los de otros estudios. Asi mismo, la concordancia obtenida entre
los tipos virales identificados fue “buena” (0,609) y se obtuvieron, ademas valores altos de
sensibilidad y especificidad al usar muestras de orina (83,3% Yy 81,8% respectivamente).
Estos resultados apuntan a la posibilidad de desarrollar un diagnéstico efectivo para VPH
empleando muestras de orina en pacientes femeninas, ya que reduce la intervencién de

personal adiestrado para su toma, costos y la incomodidad para las pacientes.



INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad causada principalmente por cambios citogenéticos,
descritos por el progreso de una serie secuencial de mutaciones somaticas en los genes
especificos que conllevan a la proliferacion celular incontrolada (Fenton y col., 2005).
Puede ser causado por la exposicion a una variedad de agentes quimicos o fisicos, por
errores aleatorios de replicacion genética o por errores en los procesos de reparacion del
ADN (Morin y col., 2006). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para el afio
2008 esta fue una de las principales causas de muerte en todo el mundo, responsable de 7,6
millones de defunciones, aproximadamente un 13% del total de la poblacion mundial
(Globocan 2008, IARC, 2010).

Las mutaciones en los genes que controlan la progresién del ciclo celular (genes
porteros o guardabarreras) y las vias de reparacion del ADN (genes cuidadores) son los

acontecimientos esenciales de iniciacion de cancer (Morin, 2005).

El cancer cervical es el segundo mas comin en las mujeres en todo el mundo y los
estudios sobre sus causas y la patogénesis asociada han aumentado rapidamente. La
infeccion persistente con genotipos de alto riesgo del Virus de Papiloma Humano (VPH)
ha sido mencionada como una de las principales causas de la mayoria de los casos. Se han
descrito cuatro etapas principales en el desarrollo de esta malignidad asociada a la
infeccion por VPH: infeccion del epitelio metaplasico en la zona de transformacion del
cuello uterino, persistencia viral, progresion de la infeccion persistente del epitelio cervical
a lesiones precancerosas y la invasion a traves de la membrana basal del epitelio (Schiff-
man y col., 2007). La infeccién es muy comin en mujeres jovenes dentro de la primera
década de actividad sexual. Aquellas infecciones persistentes pueden conllevar al
establecimiento de lesiones precancerosas, las cuales se presentan tipicamente de 5 a 10
afios posterior a la exposicion al virus. El cancer invasor surge después de muchos afios,
incluso décadas, en una minoria de mujeres con lesiones precancerosas, observandose un
pico entre 35-55 afios de edad (Almonte y col., 2008). Cada genotipo de VPH actlia como
una infeccion independiente, con diferentes grados de riesgo oncogenico. Nuevas

investigaciones han conducido a una mejor prevencion y estrategias de manejo clinico,
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incluyendo las pruebas de deteccion viral y la creacion de vacunas. Los recientes modelos
orientados a la relacion entre el VPH vy la carcinogénesis cervical deberian promover una
base fuerte en conjunto con los modelos morfoldgicos antiguos basados en la citologia e
histologia, ya que se cuenta con los avances de la biologia molecular, los cuales aportan
una herramienta esencial para la deteccion temprana de infeccion por el virus (Schiff-man
y col., 2007).

Como se menciono, la asociacion entre el cancer de cérvix uterino y la infeccion
por VPH de alto riesgo esta bien establecida y con bases documentadas, evidenciando que
el VPH es un agente esencial, pero no es por si mismo suficiente para inducir el carcinoma
de células escamosas del cuello uterino. EI ADN de VPH se encuentra en méas del 99% de
las biopsias de carcinoma de células escamosas del cuello uterino (CCU), de estas el 70%

corresponde a infecciones por VPH de alto riesgo oncogénico (Steben y col., 2007).

El VPH comprende un gran grupo de mas de 100 tipos virales conocidos,
pertenecientes a la familia de los Papillomaviridae (Stalin y col., 2004). Alrededor de 40
tipos virales son transmitidos via contacto sexual o por contacto directo en humanos que
infectan la piel y la mucosa tanto genital como oral, produciendo una de las enfermedades

de transmision sexual mas comunes en el mundo (D’Hauwers y col., 2007).

Dada la asociacion entre CCU y VPH son importantes todos los estudios que
permitan mejorar o facilitar la deteccion viral, incluyendo métodos citologicos, métodos
moleculares asi como también, evaluar el tipo de muestra bioldgica utilizada. Se plantea
entonces la deteccion viral en muestras de orina con la finalidad de optimizar la deteccion
viral sencilla apuntando a la posibilidad de desarrollar un diagndstico efectivo mediante
este tipo de muestras en pacientes femeninas ya que proporcionaria un medio de deteccion
viral que genere menos costo e incomodidad para el paciente y en el que no sea
indispensable la intervencion de personal adiestrado con equipo especifico para la toma de

la muestra (D’Hauwers y col., 2007).



VIRUS DE PAPILOMA HUMANO (VPH)
Caracteristicas generales del genoma

El VPH fue descubierto en los afios 40. Esta incluido en el Género Papilomavirus,
Familia Papillomaviridae. Cada particula viral posee una capside icosahédrica compuesta
de 72 capsomeros con un tamafio de 50 nm. El genoma es una doble hebra de ADN
circular (ADNdCc), con alrededor de 8000 pares de bases. Los viriones contienen al menos
dos proteinas de la capside, la mayor L1 (56 KDa) y la menor L2 (76 KDa). Los genes del
virus de papiloma humano estan codificados en s6lo una de las cadenas de ADN que se
divide en tres regiones principales, como puede observarse en la figura 1, la region
temprana (Early: E), la region tardia (Late: L), y la region larga de control (Long Control
Region: LCR o RLC) (Urbano y col., 2007).

Li
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Figura 1. Mapa genético del Papilomavirus tipo 16 (Cortés y Leal, 2001).

La region temprana (E) representa el 45% del genoma y contiene 7 marcos abiertos
de lectura que codifican para proteinas no estructurales, cuya funcion es controlar la
replicacion del ADN e inducir la transformacion maligna de la célula hospedadora. E1
controla la replicacion episomal del ADN, a través de la codificacion de un modulador
(E1-M), y de un factor de replicacion (E1-R). Mientras que esta zona del genoma se
encuentre completa y funcional se produce una replicacion normal, evitando la integracion
del ADN viral al genoma de la célula. Se piensa que la proteina E2 juega un papel muy
importante en el ciclo viral ya que posee la capacidad de reprimir o activar los promotores
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virales. Codifica un factor represor de transcripcion (E2-TR) que inhibe la transcripcion
del promotor P97, el cual dirige la sintesis de E6 y E7. Aln no se conoce el producto
proteico ni la funcion de E3. Por su parte, E4 forma redes filamentosas citoplasmaéticas y al
igual que E2 juega un papel en la replicacion viral. Se cree que la proteina codificada por
E4 inicia los cambios coilociticos en las células epiteliales (Urbano y col., 2007). Este gen
se pierde cuando se integra el ADN viral al genoma de la célula. E5 produce una pequefia
proteina de 44 aminoacidos que se une a la membrana citoplasmatica; la pérdida o
mutacion de esta region, evita la replicacion episomal del ADN viral y favorece su
integracion al cromosoma celular, ya que previene la acidificacion de los endosomas y
estimula la actividad transformadora del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), contribuyendo a la oncogenicidad de VPH. Las regiones E6 y E7 producen dos
oncoproteinas transformantes, las cuales suprimen la apoptosis y reactivan la sintesis de

proteinas en el hospedador, lo cual promueve la replicacion viral (Cortés y Leal, 2001).

La region tardia (L), corresponde al 40% del genoma y contiene dos genes que
codifican para proteinas estructurales de la capside: L1, codifica una proteina de
aproximadamente 56.000 Da que se produce en mayor cantidad y se encuentra altamente
conservada entre los diferentes tipos de VPH, mientras que L2 produce una menor cantidad

de proteina que es especifica para cada tipo viral (Alvarez y Lopez, 1995).

La RLC corresponde al 15% del genoma viral y contiene los promotores que
inician la replicacion y controlan la trascripcion como se observa en la figura 2, ésta region
se encuentra dividida en dos dominios principales: el RE2, caracterizado por la presencia
de la proteina viral E2, donde se localiza el origen de replicacion del ADN viral, el
promotor temprano; y el dominio CE (“celular enhancer” o potenciador celular), un fuerte
potenciador de la transcripcion que depende exclusivamente de factores transcripcionales

celulares (Cortés y Leal, 2001).
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Figura 2. Mapa Genético de la Region Larga de Control (RLC) del Virus de Papiloma

Humano (Cortés y Leal, 2001).

En el dominio RE2 se encuentra el promotor temprano a partir del cual se
transcriben los oncogenes E6 y E7. Posee una caja TATA funcional a la cual se unen los
factores necesarios e indispensables para iniciar la transcripcion mediada por la ARN
polimerasa Il, y sitios de interaccion de la proteina viral E2, ademas de sitios de union para
el factor celular Spl (proteina estimulante de la transcripcidon). En este dominio se ha
descrito el origen de replicacion del ADN viral, dependiente de la presencia de las
proteinas virales E1 y E2. La especificidad tisular de los VPH reside en el Potenciador
Celular (CE), donde la participacion conjunta de factores celulares promueve la actividad
del promotor temprano exclusivamente en células de origen epitelial. La region CE se
compone de numerosos sitios de asociacion especifica de diversos factores de transcripcion
de origen celular, tales como AP-1, NF-1/CTF, Octa-1, TEF o F, entre otros. Ademas, se
ha descrito la presencia de un elemento de respuesta a glucocorticoides (ERG), el cual

promueve la transcripcion de VPH por un estimulo hormonal (Cortés y Leal, 2001).
Clasificacion

En los altimos 20 afios se han caracterizado mas de 100 genotipos y se considera
que en un futuro inmediato este nimero aumentara. Los diferentes tipos se discriminan de
acuerdo a la similitud de su ADN usando sondas de genotipos virales de VPH conocidos
mediante técnicas de hibridizacion molecular. La complementariedad de la doble cadena
de ADN permite que tipos similares de VPH hibriden entre si con alta eficacia. De acuerdo
con la definicidn actual, un nuevo tipo de VPH es reconocido si demuestra mas de un 10%

de diferencia en cuanto a la secuencia de nucleodtidos de los genes E6, E7, L1 y L2.
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Recientemente, se ha concluido que una diferencia de méas del 10% en la secuencia de
nucledtidos del gen L1 es criterio suficiente para definir un nuevo tipo viral. Los diferentes
tipos de VPH resultan de cambios en la secuencia de aminodcidos de las proteinas virales
codificadas; estas variaciones son probablemente las responsables de que cada genotipo
tenga diferente oncogenicidad.

En base a su capacidad para inducir tumoracion, los distintos VPH se han agrupado
en tipos de alto riesgo oncogénico, como 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y
68, asociados con cancer invasivo y lesiones intraepiteliales escamosas de bajo y alto grado
(LIEBG y LIEAG); y tipos de bajo riesgo oncogénico como 6, 11, 42, 43 y 44, asociados
principalmente con verrugas genitales, LIEBG y papilomatosis respiratoria recurrente (De
Guglielmo y col., 2010).

GENERALIDADES DEL UTERO

El Gtero, también denominado matriz o seno materno, es el 6rgano de la gestacion y
el mas importante de los 6rganos del aparato reproductor femenino en la mayoria de los
mamiferos, incluyendo los humanos. Es un érgano muscular hueco, en forma de pera,
extra-peritoneal y situado en la pelvis mayor de la mujer; cuando adopta la posicion en
anteversion se apoya sobre la vejiga urinaria por delante, estando el recto por detras. Esta
situado entre la vagina y las trompas de Falopio. Aloja a la blastula que se implanta en el
endometrio, dando comienzo a la gestacion, que en la especie humana dura unos 280 dias
(Espin y col., 2003).

ANATOMIA MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA DEL UTERO

El Utero consta de un cuerpo, una base o fondo, un cuello o cérvix y una boca. Cuando
no hay embarazo, el Utero mide unos 7,6 cm de longitud, 5 cm de anchura y 2,5 cm de
grosor. Esta suspendido en la pelvis y se encuentra con la base dirigida hacia arriba y hacia
adelante, y el cuello dirigido un poco hacia atras. Esta conectado con la vagina por medio
del cérvix; en cada uno de sus lados hay un ovario que produce Gvulos que llegan a él a
través de las trompas de Falopio (Rouviére y col., 1999). Durante la gestacion, el évulo
fecundado se implanta en el revestimiento uterino, donde crece hasta alcanzar la madurez.

Sus paredes son elasticas y se estiran durante el embarazo para albergar al feto en
6



crecimiento (Snell y col., 2000). Aunque el Gtero es un 6rgano muscular posee un
revestimiento de material glandular blando que durante la ovulacién se hace mas denso,
momento en el cual estd listo para recibir un 6vulo fecundado. Si no se produce la

fecundacidn, este revestimiento se expulsa durante la menstruacion (Latarjet y col., 1998).
- Regiones del Gtero

El utero estd formado por dos zonas anatémicas y funcionalmente distintas (figura 3),
que son: el cuerpo uterino, al que estan unidas por los lados las trompas de Falopio y esta
separado del cuello uterino o cérvix por el istmo uterino. El cuello o cérvix uterino se
comunica con el istmo en su extremo superior, mientras que el extremo inferior termina
haciendo protrusion en la porcion superior de la vagina, lo que se denomina portio u hocico
de tenca. El orificio cervical externo, mediante el cual el cérvix desemboca en la vagina,
adquiere diferente forma segun la paridad, evento que puede visualizarse mediante la

colposcopia, o examen cervical directo (Moore y col., 1999).

Endometrio

Trompa de
Falopio

Ovario
Utero
Cérvix
\fagina

Vulva

Figura 3. Anatomia del utero. Tomado y modificado de De la Fuente Villareal y col. 2011.

El estroma del cuello uterino consiste en un tejido denso, fibromuscular, atravesado por
la compleja trama de un plexo vascular, linfatico y nervioso. La vascularizacion arterial del
cuello uterino procede de las arterias iliacas internas, a través de las divisiones cervical y
vaginal de las arterias uterinas. Por su parte el endocérvix tiene muchas terminaciones
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nerviosas, que son escasas en el exocérvix (Williams y col., 2002). EI cuello uterino esta
recubierto por epitelio escamoso estratificado no queratinizante y por epitelio cilindrico,
estos dos tipos de epitelio confluyen en la union escamoso-cilindrica (Ross y col., 2005).

- Epitelio escamoso estratificado

Normalmente, el exocérvix esta recubierto en gran parte por epitelio escamoso
estratificado no queratinizante que contiene glucdgeno. Es opaco, tiene muchas capas
celulares, de 15 a 20, y es de color rosado palido (figura 4). Este epitelio puede
corresponder al de origen, formado durante la vida embrionaria, o ser una neoformacion
metaplasica de los primeros afios adultos. En las mujeres pre-menopausicas el epitelio
escamoso original es rosado, mientras que el de nueva formacion presenta un aspecto
rosado blanquecino a la exploracién. La arquitectura histologica del epitelio escamoso del
cuello uterino presenta, en el fondo, una Unica capa de células basales redondas, con
nucleos grandes de coloracion oscura y poco citoplasma, pegadas a la membrana basal
(figura 4), que separa el epitelio del estroma subyacente. La unién epitelio estromal suele
ser rectilinea, aunque a veces es ligeramente ondulada, con cortas proyecciones de estroma
a intervalos regulares denominadas papilas. Las partes del epitelio introducidas entre las

papilas se denominan invaginaciones (Ross y col., 2005).

Estrato superficial

Estrato imermedio . e et sy

Estrato parabasal

Estrato basal

Figura 4. Epitelio escamoso estratificado (Aumento 20x). Tomado y modificado de De la
Fuente Villarreal y col. 2011.



Las células basales se dividen y maduran para formar las siguientes capas celulares,
Ilamadas parabasales, que también tienen nucleos relativamente grandes y oscuros, y
citoplasma basofilo de color azul verdoso. Estas células siguen diferenciandose y
madurando hasta constituir capas intermedias de células poligonales con citoplasma
abundante y ndcleos redondos pequefios que forman un entramado como una cesta. Al
proseguir la maduracion, se forman las células grandes y sensiblemente planas, de nucleo
pequefio, denso y picnotico, y citoplasma transparente, de las capas superficiales. En
términos generales, de la capa basal a la superficial, estas células aumentan de tamario
mientras se reduce el de su nucleo. La maduracion del epitelio escamoso del cuello uterino
depende de la presencia de estrogeno, la hormona femenina. En ausencia de estrégeno no
se producen maduracion ni glucogénesis totales. En consecuencia, después de la
menopausia, las células no maduran mas alla de la capa parabasal y no se acumulan en
capas multiples de células planas. El epitelio se vuelve delgado y atréfico. A la inspeccion
visual aparece palido, con manchas petequiales subepiteliales, por ser muy propenso a los
traumatismos (Ross y col., 2005).

- Epitelio cilindrico

El conducto cervical estd recubierto de epitelio cilindrico (a veces denominado
epitelio muciparo o glandular). Esta compuesto de una unica capa de células altas, con
nucleos oscuros, cerca de la membrana basal (figura 5). Por tratarse de una Unica capa
celular, su altura es mucho menor que la del epitelio escamoso estratificado del cuello

uterino.

Estroma

i rana
basal

Figura 5. Epitelio cilindrico (Aumento 40x).Tomado y modificado de De la Fuente
Villarreal y col. 2011.



El epitelio cilindrico, no forma una superficie aplanada en el conducto cervical,
sino que forma pliegues longitudinales maltiples que sobre salen en la luz del conducto,
dando lugar a proyecciones papilares. También forma invaginaciones en el estroma
cervical, dando lugar a la formacion de criptas endocervicales (a veces llamadas glandulas
endocervicales) (figura 6). Las criptas pueden llegar a tener entre 5 y 8 mm desde la
superficie del cuello uterino. Esta arquitectura compleja, con pliegues mucosos y criptas,
da al epitelio cilindrico una apariencia granular a la inspeccion visual (Ross y col., 2005).

Crificio
glandular

Celulas
cilindricas

Cripta

Figura 6. Criptas del epitelio cilindrico (Aumento 10x). Tomado y modificado de De la
Fuente Villarreal y col. 2011.

- Unién escamoso-cilindrica

La unién escamoso-cilindrica (UEC), se presenta como una linea bien trazada con un
escalon, por la diferente altura del epitelio pavimentoso y del cilindrico. La ubicacion de la
union escamoso-cilindrica con relacion al orificio cervical externo varia en la vida de una
mujer y depende de varios factores, como la edad, el momento del ciclo hormonal, los
traumatismos del parto, el uso de anticonceptivos orales o el embarazo (figura 7).

Epitelic
ELCAMOSD

LEC

Figura 7. Unién escamoso-cilindrica (Aumento 10x). Tomado y modificado de De la

Fuente Villarreal y col. 2011.
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La unidn escamoso-cilindrica visible en la nifiez, peri-menarquia, pos-pubertad y
primeros tiempos del periodo reproductivo se denomina UEC original, pues representa el
empalme entre el epitelio cilindrico y el epitelio pavimentoso “original” de la
embriogénesis y la vida intrauterina. Durante la nifiez y la peri-menarquia, la UEC original
se encuentra en el orificio cervical externo, o0 muy cerca de €l. EI proceso metaplésico en
esta seccion suele comenzar en la UEC original y desplazarse de forma centripeta hacia el

orificio externo durante el periodo reproductivo y hasta la peri-menopausia.

- Zona de transformacion

La zona del cuello uterino donde el epitelio cilindrico ha sido reemplazado, o esta
reemplazandose, con el nuevo epitelio escamoso metaplasico se denomina zona de
transformacion (ZT). Corresponde al area del cuello uterino limitada distalmente por la
UEC original y proximalmente por el limite mas lejano del epitelio metaplasico, definido
por la nueva UEC. En las mujeres pre-menopausicas, la zona de transformacion esta
plenamente ubicada en el exocérvix. A partir de la menopausia, el cuello uterino se reduce
de tamarfio, conforme descienden los niveles de estrogeno. En consecuencia, la zona de
transformacion puede desplazarse, primero parcialmente y luego plenamente, al conducto
cervical. La zona de transformacion puede considerarse normal cuando presenta metaplasia
escamosa, incipiente o evolucionada, junto con zonas o islotes de epitelio cilindrico, sin
signos de carcinogénesis cervical. Se denomina zona de transformacion anormal o atipica
(ZTA) cuando en ella se observan signos de carcinogénesis cervical, como cambios
displasicos. Identificar la zona de transformacion tiene gran importancia en la colposcopia,
pues casi todas las manifestaciones de carcinogenesis cervical ocurren en esta zona (Young
y col. 2000).
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CANCER DE CUELLO UTERINO

La incidencia del cancer cérvico-uterino o de cuello uterino en América Latina y el
Caribe (ALC) se encuentra entre las mas altas del mundo, con un promedio regional de
29,2 casos por cada 100.000 mujeres (Parkin y col., 2008). Se ha establecido que la
infeccion por VPH de alto riesgo es una causa necesaria pero insuficiente para el desarrollo
del cancer de cuello uterino, y la presencia de ciertos cofactores en combinacion con la

infeccion aumenta significativamente el riesgo de dicho desarrollo (Munoz y col., 2006).

Actualmente, el cancer es la segunda causa de muerte en Venezuela y el de cuello
uterino ocupa el primer lugar en incidencia y mortalidad en la poblacion femenina del
pais. Esto lo convierte en un verdadero problema de salud publica. Es el mas frecuente en
paises en vias de desarrollo, diagnosticandose mas de 400.000 casos nuevos cada afio
(Medina y col., 2011).

El carcinoma de cérvix o cancer de cuello de utero, incluye las neoplasias malignas
que se desarrollan en la porcion fibromuscular inferior del Gtero, la cual se proyecta dentro
de la vagina. El cérvix uterino presenta lesiones asintomaticas que reciben el nombre de
neoplasia intraepitelial cervical NIC (CIN, por sus siglas en inglés). Estas lesiones se
relacionan igualmente con el VPH y son las precursoras del cancer. Consisten en la
desorganizacion o displasia del epitelio exocervical que, con los afios, evoluciona hasta
transformarse en carcinoma debido a fallas en las defensas naturales del organismo; estas
alteraciones precursoras pueden regresar espontdneamente y sélo se detectan mediante
citologias, colposcopias, biopsias u observacion al microscopio (De la Fuente Villarreal,
2011). Segun el grado de evolucién que presenten al ser analizadas en el microscopio se
clasifican en tres grados:

e NIC I: So6lo se observa displasia en el tercio inferior del epitelio. La mayoria
regresa espontaneamente a los 2 afios, pero el 10% progresa a NIC de mayor grado.

e NIC II: Hay displasia en los dos tercios inferiores del epitelio.
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e NIC IllI: El epitelio es displasico en su totalidad. También recibe el nombre de
carcinoma “in situ”. La mayoria no regresa espontaneamente y a los 2 afios el 10%

se ha transformado en un carcinoma invasor.

El prondstico y la supervivencia para los carcinomas invasivos dependen en primer
lugar del estadio en que se detecta el cancer y, en menor medida, del tipo celular

predominante en el tumor (Organizacion Mundial de la Salud, 2005).

Asociacion del VPH con el cancer de cuello uterino

La historia natural del CCU estéa relacionada con una infeccion persistente por VPH
la cual precede la aparicion de anormalidades citologicas. Aproximadamente el 100% de
los CCU escamosos o glandulares son asociados a la infeccion por VPH, considerada como
causa necesaria pero insuficiente para el desarrollo de la enfermedad. Ademas, se relaciona
causalmente con el 90% de los canceres anales y con el 40% de los canceres de vulva y
pene. La prevalencia de VPH en muestras cervicales de mujeres mayores de 30 afios que
residen en paises con alta incidencia de CCU es de aproximadamente 11-40%, mientras
que en mujeres que residen en paises con baja incidencia, es de 5-10% (Urbano y col.,
2007).

Diagnostico del CCU

Como se menciond anteriormente, multiples estudios epidemioldgicos han
concluido que el factor necesario en la etiologia del cancer cérvicouterino es la infeccion
del cérvix por algunos tipos del VPH. En paises en vias de desarrollo, como Venezuela,
comunmente son detectados cambios celulares sugestivos de infeccion por VPH mediante
el estudio citologico Papanicolaou (Pap) y recientemente mediante métodos de Biologia
Molecular como la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR) que permite la deteccion
del ADN del virus utilizando diferentes grupos de oligonucledtidos para amplificar
distintas regiones del genoma viral. La mayoria de los estudios realizados han sido en
pacientes con citologia anormal y pocos sobre citologia normal; de ahi la importancia de

realizar estudios, con fines preventivos y predictivos, en pacientes que aun no han
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presentado dafio celular (Carrillo y col., 2004). Se ha sefialado que la prueba de
Papanicolaou sirve como un paradigma ideal para la deteccion del CCU, es econdmica,
facilmente aplicable, relativamente segura, no invasiva; razonablemente sensible y
especifica. Dado que el CCU tiene una larga fase preclinica y bien definida con lesiones
precursoras que son facilmente detectables, el uso habitual y generalizado de la prueba de
Papanicolaou en paises como EE.UU ha sido una medida de salud publica muy eficaz. Sin
embargo presenta limitaciones debidas principalmente al error humano, en las que se
incluyen resultados falsos negativos por la moderada o baja sensibilidad de la prueba e
imprecision en mujeres posmenopausicas. Mas recientemente, refinamientos tales como la
deteccidn computarizada y la citologia con base liquida, han sido introducidos para reducir
estas limitaciones. También se ha sugerido combinarla con la deteccidn vy tipificacion del
VPH mediante métodos moleculares, ya que esta siendo investigada como un medio de
triage de pacientes con anomalias menores y/o resultados dudosos en la prueba de
Papanicolaou; pero en este momento, dichas pruebas parecen ser de uso limitado, por su

poca accesibilidad y alto costo (Stephen, 2001).

Para el diagndstico clinico efectivo se cuenta con la clasificacion consenso
desarrollada en 1988 conocida como el Sistema Bethesda. Con ella se origino el concepto
de lesiones intraepiteliales escamosas, subdividiéndose en lesiones intraepiteliales
escamosas de bajo grado (LIEBG) y lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado
(LIEAG). Las LIEBG comprenden las infecciones por VPH asintomaticas y las displasias
0 neoplasias intraepiteliales cervicales leves o NIC I. Las displasias moderadas y severas o
NIC II- Il quedan agrupadas en las LIEAG. El Sistema Bethesda contempla una nueva
categoria, las células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASCUS, de las
siglas en inglés). Estas células no satisfacen los criterios de las LEIBG; sin embargo,
presentan anomalias menores que anteriormente se clasificaban como atipicas. El
significado que estas celulas tienen en el desarrollo de la patologia cervical, aun no es claro
(Dzul-Rosado y col., 2004).
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Factores de riesgo del CCU

Debido a que la infeccién por VPH se transmite sexualmente, la conducta sexual
(edad de la primera relacion sexual, nimero de parejas sexuales y el comportamiento
sexual de la pareja) se asocia con un mayor riesgo de adquisicion. Se estima que la
mayoria de las mujeres en America Latina y el Caribe (ALC) se infectaran con VPH en
algin momento de su vida sexual, sin embargo, sélo una pequefia proporcion de ellas con
infeccion persistente por virus de alto riesgo oncogénico desarrollard una neoplasia de
cuello uterino y posteriormente el cancer. El uso prolongado de anticonceptivos orales
(ACO), la paridad elevada y el tabaquismo son factores que estimulan la aparicion del

cancer de cuello uterino entre mujeres VPH positivas (Almonte y col., 2008).

Dada la relacién entre infeccion por VPH y CCU, desde hace muchos afios, los
epidemiologos han considerado que el cancer cervical tiene caracteristicas epidemioldgicas
de una infeccion de transmision sexual (Janicek y col., 2001). Sin embargo factores de
riesgo “clasicos”, son los principales sustitutos del riesgo de exposicion al VPH,
considerado ahora como el agente causal en el 95% de los casos de CCU. La biologia
molecular ha develado la relacion entre el VPH como factor inductor de cancer de cuello
uterino, con otros factores o cofactores tales como el tabaco, el tipo de antigeno
leucocitario humano (HLA) y, mas recientemente, la infeccion por Chlamydia y otros
microorganismos (Stephen, 2001). Asi, dentro de los factores de riesgo de cancer cervical
mas relevantes que estan relacionados con caracteristicas tanto del virus como del

hospedador, se encuentran:

Mudltiples compafieros sexuales

o ) Conducta sexual
« Inicio de relaciones sexuales a temprana edad
e Uso prolongado de anticonceptivos

o Elevado nimero de partos

e Infeccion persistente con un VPH de alto riesgo (como VPH 16 6 18)
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e Infeccion por VHS tipo Il y otras ITS (como marcadores de promiscuidad sexual y

potenciadores de dafio crénico (sinergismo epidemioldgico))
e Inmunosupresion
e Uso de nicotina (Tabaco) y/o alcohol (Kumar y col., 2009).

Se ha planteado una correlacion lineal entre el CCU vy la actividad sexual, segun la
cual mujeres que inician dicha actividad antes de los 17 afios tienen un riesgo 5 veces
mayor que en las mujeres cuyo primer coito se evidencia a partir de los 23 afios (Morris y
col., 2002). También se ha sefialado que el habito tabaquico y el uso de anticonceptivos
orales por largos periodos pueden ser considerados cofactores que influyen en el riesgo de

progresion desde LIEBG y LIEAG a carcinoma (Castellsagué y Mufioz, 2003).

Con respecto al cofactor paridad, diversos estudios de casos y controles han
revelado la asociacion entre la paridad elevada y el carcinoma invasivo “in situ”. En el
estudio “Multicenter Cervical Center Study Group” de la “International Agency for
Researchon Cancer” (IARC), el riesgo de carcinoma en mujeres con 7 embarazos era 4
veces mayor que en la mujer con un solo embarazo y el riesgo aumentaba progresivamente
con el nimero de embarazos, debido a la accion de las hormonas esteroides, en altisimas

cantidades durante el periodo de gestacion, sobre el cuello uterino (Mufioz y col., 2002).

En mujeres VPH positivas con habito tabaquico, algunos estudios han reportado un
aumento del riesgo de desarrollar LIEAG o carcinoma, y ademas existe relacion entre el
numero de cigarrillos fumados por dia y los afios de consumo, probablemente por la accion
de los metabolitos de la nicotina a nivel cervical. Es importante destacar, no obstante, que
el tabaco aumenta el riesgo de céncer de cérvix uterino escamoso pero no del

adenocarcinoma (De Palo y col., 2007).

En 2003, se analizaron 28 estudios que abarcaban 12.531 mujeres con carcinoma de
cérvix, se observo que en comparacion con las mujeres que no usaban anticonceptivos, el
riesgo relativo de carcinoma de cérvix aumentaba proporcionalmente a la duracion del uso
de anticonceptivos orales. Asi mismo, en mujeres positivas al VPH consumidoras de ACO

(anticonceptivos orales), el uso prolongado del farmaco estaba asociado a un mayor riesgo
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de carcinoma cervical que, sin embargo, disminuia con la suspension de dicho uso, ya que
el mecanismo de accién de los ACO en el desarrollo de cancer podria ser estimulando la
proliferacion celular en la zona de transformacion, induciendo asi la expresion de E6 y E7,
o favoreciendo la integracion viral en el genoma de las células del epitelio cérvicouterino
(Smith y col., 2002; Delgado, 2009).

Por el contrario, en los estudios de Shields y col. (2004), en el que se evaluaron 235
mujeres con carcinoma escamoso y 486 controles cuya exposicion al VPH habia sido
evaluada para positividad a 5 tipos oncogénicos (16, 18, 31, 45, 52), los anticonceptivos no

se confirmaron como cofactores.

Entre los factores de riesgo que aumentan la probabilidad de desarrollar cancer
cérvico uterino, también se encuentran las infecciones concomitantes de VPH y otros
agentes de transmision sexual como Chlamydia trachomathis y el virus de herpes simple
tipo 2 (HSV-2). De manera particular, se ha estudiado esta relacion entre infecciones
concomitantes en un analisis de siete estudios de casos y testigos, en el cual se reviso el
efecto de la infeccion por HSV-2 en el desarrollo de cancer cérvico uterino invasor; se
encontré que en las mujeres que se detectd positividad del ADN de VPH, el HSV-2
presentd una relacion de riesgo hasta tres veces mayor de desarrollar cancer cervical
(Smith y col., 2003). Esto debido a que se maneja la hipotesis de que lesiones herpéticas
ulcerosas pueden servir como cofactores del VPH, al facilitar el acceso del VPH a la capa
de células basales, ademas las respuestas inflamatorias inducidas por infecciones
herpéticas pueden interferir con la capacidad de una mujer para generar una respuesta
inmune eficaz para la infeccion por VPH (York y col., 1994), o bien pueden aumentar el
riesgo de carcindgenos cervicales mediante la induccion de la produccién de 6xido nitrico
que pueden dar lugar a dafios en el ADN en células infectadas por el VPH (Paludan y col.,
2001). EI VHS-2 también puede aumentar el riesgo de que una infeccién por VPH
oncogénico progrese a una neoplasia cervical, posiblemente por el aumento de la
replicacion del VPH o la integracion de las secuencias de ADN del VPH en las células
huésped infectadas (Hara y col., 1997). Aunque el ADN de VHS o las proteinas no se han
detectado consistentemente en los tumores de cuello uterino (Vonka y col., 1987), es
posible que el VHS pueda actuar sobre el ADN celular del huésped por un mecanismo
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denominado “hit-and-run” o agente ejecutor, para causar cambios intracelulares que no
requieren la retencion de los genes virales del VHS. Se cree ademas que el VHS-2 puede
iniciar mutaciones y carcinogénesis en células cervicales infectadas por el VPH, las
evidencias moleculares in vitro muestran datos renovados de interés en la posible sinergia
entre las infecciones por VPH y el VHS-2 en la etiologia del cancer de cuello de Utero
(Jones, 1995; DiPaolo, 1999). Especificamente, se sugiere que de forma in vitro
el Xho sub-fragmento Il del genoma de VHS-2 induce la transformacion maligna de las
células infectadas del cuello del Gtero con VPH-inmortalizado el cual puede ser retenido en

el tejido cancerigeno de cuello uterino (DiPaolo y col., 1998).

Epidemiologia del cancer de cuello uterino

Los primeros estudios epidemioldgicos acerca del CCU fueron conducidos por
Rigoni en 1842, quien encontr6 que la incidencia de esta patologia era mayor en mujeres
casadas y viudas que entre mujeres solteras, lo que determiné un primer indicio de que el
comportamiento sexual jugaba un papel importante como factor de riesgo para esta
enfermedad. Harald zur Hausen realizd un gran avance en la investigacién del cancer
cervical, ya que descubrio el papel de la infeccion por el VPH en su desarrollo por lo que
recibio el Premio Nobel de Medicina en 2008 (Organizacion Mundial de la Salud, 2005).
Sin embargo para el afio 2007 el CCU continta siendo un problema de salud publica,
posicionandose a nivel mundial como el segundo cancer mas comin en mujeres después
del cancer de mama, con aproximadamente 490.000 casos nuevos y 270.000 muertes cada
afio; de estas aproximadamente el 83% ocurre en paises en vias de desarrollo. La
incidencia de CCU en Haiti, Africa Central y América Latina es mayor de 40 por cada
100.000 mujeres; contrariamente, para el Norte de Europa la tasa de incidencia es menor
de 10 por cada 100.000 mujeres. En América Latina y el Caribe el CCU dejé en promedio
37.600 muertes anuales con tasas de incidencia y mortalidad de 28.6 y 12.9 por cada
100.000 mujeres respectivamente en el afio 2002 (Urbanoy col., 2007). En ese mismo afio
el CCU alcanzd6 el primer lugar entre las neoplasias que afectan a la mujer, con tasas de
incidencia/100.000 mujeres de 93,9; 61,1; 58,1; 44,2; 41,1; 40,6; 40,5; 39,9; 39,6; 39,6;
38,3 en Haiti, Nicaragua, Bolivia, Ecuador, Paraguay, El Salvador, México, Peru,

Honduras, Guatemala y Venezuela respectivamente. El Instituto Nacional de Cancerologia
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de México durante el afio 2002 encontrd que la variacion de las tasas anteriores se debe
quizas a que en los paises pobres los programas de cribado no se han implementado o han
sido inadecuados, por esto la incidencia y mortalidad siguen siendo un problema de primer
orden en paises en via de desarrollo mientras que la implementacion de programas
adecuados de cribado mediante citologia cervical en los paises desarrollados ha disminuido

la incidencia y mortalidad en un 75% (Urbano y col., 2007).

Segun la OMS (2008), el CCU caus6 275.000 defunciones en el 2008; asi, mas del
70% de las defunciones por cancer se registraron en paises de ingresos bajos y medianos.
Se prevé que el numero de defunciones por cancer siga aumentando en todo el mundo y

supere los 13,1 millones en 2030.

Segun la American Cancer Society (2013) el nuimero de casos nuevos Yy
defunciones por cancer de cuello uterino en los Estados Unidos para el 2012 fue de 12.170
y 4.220 respectivamente. De acuerdo a trabajos realizados por Parkin (2005) y Bereck
(1996) en paises desarrollados el céncer cérvicouterino ocupa el séptimo lugar de
incidencia después del cancer de mama, colon-rectal, pulmon, estbmago, endometrio y

ovario. La edad promedio de las pacientes en el momento del diagnostico es de 52,2 afios.

En Venezuela, el cancer de cuello uterino resultd la tercera causa de muerte por
cancer en la mujer en 2008, produciendo 1.218 muertes, es decir, 12,64 % de las muertes
ocurridas ese afio en la poblacion femenina segin el Anuario del Ministerio del Poder
Popular para la Salud de Venezuela (2010).

La incidencia més elevada del cancer de cuello uterino esta entre los 40 a 60 afios,
con un promedio de 45 a 55 afios, descendiendo notablemente después de los 60 afios
(Mateu-Aragonés, 1982). La maxima incidencia del carcinoma cervical in situ esta entre

los 30 y 40 afios y el invasivo entre los 40 y 50 afios (Ville, 1993).
Carcinogénesis inducida por VPH

El VPH, como otros virus, tiene la capacidad de inducir o favorecer procesos
oncogeénicos en distintas regiones anatdmicas, como tracto anogenital, piel, ojos, cabeza y

cuello. Los VPH de alto riesgo estan implicados en el aumento de la proliferacion y de la
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diferenciacion anormal de las células infectadas. Cuando la infeccion es causada por VPH
de bajo riesgo, la expresion de las proteinas E6/E7 generalmente induce neoplasias
benignas. Sin embargo, cuando las proteinas E6/E7 se expresan en células infectadas por
VPH de alto riesgo, tienen la capacidad de inducir lesiones epiteliales displasicas malignas
(Feller y col., 2010).

Se habla de VPH como un carcin6geno ya que es considerado una causa necesaria,
tanto en el carcinoma de células escamosas como en el adenocarcinoma. Ademas, la
distribucion de los tipos de VPH oncogénicos, las variantes detectadas en estos dos tipos
histopatolégicos y el papel de los cofactores virales (por ejemplo, el tabaquismo y la
paridad) no varian; asi, se plantea un esquema del mecanismo de carcinogénesis de VPH,
el cual inicia con un primer evento de la infeccion viral que puede conllevar a tres
resultados distintos entre los que se incluye la eliminacion del virus por el sistema
inmunitario del hospedador (el sistema inmunitario “resuelve el problema”), la persistencia
de la infeccion (que puede inducir la integracion del ADN viral a las células de la mucosa,
una progresion neoplasica debido a inestabilidad genética o nuevamente la eliminacion del
virus) y por ultimo, la infeccion por VPH puede también resultar en células anormales,
LIEAG o LIEBG que pueden conllevar o no a un cancer cervicouterino (Schiffman vy col.,
2007).

Aunque la infeccion por VPH en cuello uterino es alta, la incidencia de carcinoma
de células escamosas es relativamente menor. Por lo tanto, ademas de la persistencia de la
infeccion por VPH, otros factores como el genotipo del virus, la infeccion con varios tipos
virales (infeccién multiple), el estado episomal o integrado del ADN viral y la carga viral
celular, pueden ser importantes en el desarrollo o evolucion del cancer. De igual
importancia se consideran otros factores que pueden variar de individuo a individuo,
incluyendo, como ya se menciond, el estado inmunolégico, el estado nutricional, el uso de
tabaco y alcohol, el uso de anticonceptivos, edad, conducta sexual, herencia genética, y la
coinfeccion con otros agentes de transmision sexual, incluyendo el VIH y el VHS-2 (Feller
y col., 2010).

Las oncoproteinas E6 y E7 pueden inactivar los mecanismos genéticos que

controlan el ciclo celular y la apoptosis. El sello distintivo de VPH de alto riesgo es que la
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proteina E6 posee la actividad oncogénica de induccion de la degradacion del producto del
gen supresor de tumores p53, cuya actividad se relaciona con la mediacion de la
proliferacion celular en respuesta a la estimulacion mitogénica; p53 media la detencion del
ciclo celular en el punto de control G1, y asi permitir la reparacion del ADN dafiado antes
de que la celula entre en la fase de sintesis del material genético, o a través de la induccién
de apoptosis de las células en las que el dafio en el ADN es irreparable, lo cual le permite
resguardar efectivamente el genoma humano. Por lo tanto, la inactivacion, degradacion o
mutacion de p53 puede desregular sus funciones, resultando en una proliferacion celular
exacerbada, acumulacion de ADN dafiado, crecimiento de células que albergan errores en
el ADN y una prolongacion de la supervivencia de las mismas. Sin embargo, la pérdida de
funcién de p53 por si sola no es suficiente para el desarrollo de cancer y otras alteraciones

citogenéticas se requieren para la completa transformacion maligna (Feller y col., 2010).

Ademas de estas propiedades, los tipos de VPH de alto riesgo por medio de la
oncoproteina E6 también pueden mediar la proliferacion celular a través del dominio PDZ-
ligando. EI dominio PDZ se encuentra en las zonas de contacto célula-célula, tales como
uniones estrechas de las células epiteliales y, ademas, se asocia con las vias de
transduccion de sefial. La unién de la oncoproteina E6 de un VPH de alto riesgo a la
familia de proteinas PDZ puede resultar en la degradacion de este dominio, ya que conduce
a la desregulacion de la organizacion, la diferenciacion y la integridad cromosomica de las
células epiteliales infectadas por VPH. Esto puede contribuir a la transformacién
morfolégica de los queratinocitos infectados con VPH de alto riesgo y la induccién de

hiperplasias epiteliales.

La infeccion por VPH induce la activacion de la telomerasa impidiendo el
acortamiento de los telémeros, lo cual resulta en la prolongacion de la vida util de las

células infectadas por este virus (De Oliveira, 2007).

Otro sello distintivo del VPH de alto riesgo es la capacidad que tiene la
oncoproteina E7 para iniciar la sintesis de ADN en las células epiteliales diferenciadas,
principalmente por la unién y la inactivacion de la apoptosis mediada por el gen Rb que
codifica la proteina Retinoblastomica (Feller y col., 2010). La familia de proteinas Rb

juega un papel esencial en el control del ciclo celular, especificamente entre G1 y la fase S,
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al igual que p53. La proteina Rb hipo fosforilada se une al factor de transcripcion E2F
formando un complejo Rb-E2F, haciendo que E2F esté disponible para la transcripcion de
genes asociados con la sintesis de ADN. Tras la fosforilacion de Rb por complejos de
ciclina-CDK, E2F se libera del complejo de transcripcion E2F-Rb represor, induciéndose

de este modo la transcripcion de los genes de la fase S (Doorbar, 2005).

Asi, la oncoproteina E7 de VPH de alto riesgo, funcionalmente inactiva la familia
de proteinas Rb, lo que resulta en la sobre expresion del factor de transcripcion E2F que
induce la regulacion positiva de genes del ciclo celular permitiendo la replicacion del ADN
en la transicion de la fase G1 a la fase S y, en consecuencia, el aumento en proliferacion

celular (Longworth y Laminis, 2004).

La oncoproteina E7 también puede interactuar con otros factores celulares que
controlan el ciclo celular incluyendo las histonas-desacetilasas, AP-1 (factor de
transcripcion hetero dimérico compuesto por proteinas pertenecientes a las familias de
c-Fos, c-Jun, ATF y JDP implicadas en la regulacion de la expresion de genes relacionados
con la respuesta a diversos estimulos, como citoquinas, factores de crecimiento, estrés e
infecciones virales o bacterianas) y los complejos inhibidores de la transcripcion CDK, p21
y p27. Ademas, el gen E7 de los VPH de alto riesgo 16 y 18 puede disminuir la expresion
de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase I, interfiriendo
asi con la presentacion antigénica, lo que resulta en la regulacion negativa de la respuesta
inmune celular, permitiendo al VPH persistir en las céelulas epiteliales infectadas (Karin,
1997; Miller,2005).

Ademéas de estas propiedades, la oncoproteina E7 puede inducir errores de
duplicacion del cromosoma que conducen a la desregulacion de la formacion del huso
mitotico y su funcionalidad, lo que contribuye a la inestabilidad genomica de la célula
(Feller y col., 2010).

Los efectos patoldgicos de E6 y E7 por separado en el ciclo celular se
complementan entre si, y juntos median la transformacion de células epiteliales,
promoviendo la inestabilidad gendmica celular que predispone a las células infectadas a la
transformacion maligna por completo. Es probable que después de la transformacion
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celular inicial, las interacciones adicionales con carcindgenos quimicos proporcionen el

impulso extra necesario para el desarrollo de una tumoracion maligna (Von Knebel, 2002).

La integracion del genoma de VPH al cromosoma celular en oposicion a la
presencia del VPH episomal, se asocia con una mayor frecuencia a NIC Il y a carcinomas
invasivos de células escamosas de cuello uterino. El significado patoldgico de la
integracion no es del todo claro, ya que el VPH a menudo existe simultdneamente en
ambas formas (episomal e integrado). Las localizaciones cromosomicas del ADN de VPH
integrado al genoma celular son muy variables, lo que conlleva a una escasez de datos
sobre las frecuencias y localizaciones cromosémicas de los diferentes genotipos de VPH
(Campo, 2002).

Las oncoproteinas E6 y E7 pueden interactuar sinérgicamente con proto-oncogenes
intranucleares, con citocinas que se unen y activan promotores de E6/E7, con factores
exogenos (incluyendo carcindgenos del tabaco y agentes de la dieta), esteroides y hasta
radiacion UV o X, para promover tumorogénesis mediada por VPH (Feller y col., 2010).

Se ha descrito que cuando el VPH entra en contacto con la mucosa e infecta las
células, puede evadir la respuesta inmune y esto da origen a un periodo de latencia muy
variable, de meses hasta afios, desde el contacto con el virus hasta la aparicion de la lesion
(Stanley, 1998). Sin embargo La mayoria de las infecciones son transitorias y no son
evidentes clinicamente con un 70-90% de infecciones resueltas en 12 a 30 meses. Esto
sugiere que la inmunidad del huésped es generalmente capaz de resolver la infeccion por
VPH. El hecho de que el VPH permanezca localizado en el cuello uterino, vagina y zonas
aledafias a la region genital indica también que las respuestas inmunes locales son
suficientes para controlar y resolver la infeccion del mismo en la mayoria de los casos. La
inmunidad celular y humoral (respuestas de anticuerpo) han sido involucradas en la
susceptibilidad, persistencia y resolucién de la infeccion genital por VPH (Williamson y
col., 2005).

A pesar que la infeccion VPH es conocida por generar respuesta inmune, éste es un
objetivo ilusivo para el sistema inmune, y las respuestas inmunes son generalmente

débiles. Varios mecanismos han sido involucrados y contribuyen a la evasion inmune:
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- EI VPH no es citopatico. Se refiere a que, el virus no destruye células, a diferencia del
virus del herpes. EI VPH causa proliferacion celular en vez de destruccion celular y por lo

tanto no desencadena respuesta inflamatoria.

- El hecho que el VPH sdlo infecta células epiteliales facilita la evasion al sistema inmune.
Viriones completos de VPH se encuentran solamente en células escamosas terminalmente
diferenciadas en las capas exteriores del epitelio genital, separadas por varias capas de
epitelio mucoso de los centros germinales linfociticos de la submucosa, quienes estan

involucrados en la generacion de la respuesta inmune.

- El VPH evita el reconocimiento por parte del sistema inmune innato mediante el bloqueo
de la produccion de interferones para asegurar asi su propia replicacion. Esto es logrado
mediante la produccion de dos proteinas tempranas E6 y E7 que se unen e inactivan

intermediarios en la cascada del interferon (Williamson y col., 2005).

La mayoria de las infecciones son transitorias, otras permanecen subclinicas. La
historia natural de esta enfermedad implica la progresién gradual por etapas intraepiteliales
preinvasoras (NIC I, 11 y IlI), de acuerdo a la proporcién del grosor del epitelio cervical
comprometido (Richart, 1967; Richart, 1990). La progresion de una lesion cervical
iniciando con una lesion de bajo grado o NIC I a NIC 1lI se ha calculado en 7 afios
aproximadamente, y el tiempo que transcurre de NIC Il hasta su transformacion a cancer
microinvasor es de aproximadamente 10 afios; sin embargo, un 5 % de los NIC Il se
transforman en cancer invasor en menos de 3 afios (Bereck y col., 1996). En estudios
realizados por Dawar y col. (2007) se observé que la evolucion de la infeccion por un tipo
de VPH de alto riesgo oncogénico hacia cancer de cervix es muy lenta, y pueden
transcurrir entre 15 y 30 afios. Ello explica que la edad promedio de mayor frecuencia de

aparicion de cancer de cuello uterino sea aproximadamente 40 afios (Arenas y col., 2011).

Debido a esto el VPH ha sido aceptado como un agente etioldgico, a partir de la
relacién ya conocida con el carcinoma de células escamosas de cérvix establecida en 1985
(Feller y col., 2010). Un grupo de investigadores propone que la ausencia del genoma del
VPH en ciertos carcinomas no excluye la posibilidad de que el virus haya tenido una
participacion importante en la génesis de la malignidad, ya que las manifestaciones de las
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infecciones son frecuentemente transitorias y durante la transformacion de la célula
huésped y el desarrollo de carcinogénesis se pueden perder las secuencias gendmicas
virales (Mork y col., 2001; Syrjanen y col., 2003). Sin embargo, se ha comprobado que la
persistencia de las oncoproteinas E6 y E7 de los VPH de alto riesgo parecen ser necesarias
para la perpetuacion del virus asociada a la progresion de la malignidad, lo cual ha sido

evidenciado en estudios realizados en carcinomas de cuello uterino (Gillison, 2006).

METODOS MOLECULARES PARA LA DETECCION DE VPH

Uno de los métodos més usados para la deteccion de VPH en muestras de citologia
cérvicouterino es la captura de hibridos, que cuenta con la aprobacion de la Food and Drug
Administration (FDA) para uso clinico y se utiliza como método de screening (cribado)
(Jenkins, 2001). Sin embargo, esta técnica discrimina solamente entre tipos de AR y BR,

sin informar sobre el genotipo viral especifico.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es, actualmente, el método mas
comunmente utilizado para la deteccién de VPH. Se han desarrollado diferentes protocolos
de PCR para detectar un amplio espectro de genotipos de VPH usando iniciadores
geneéricos que reconocen secuencias conservadas del genoma viral. Esta deteccion de VPH
incluye la PCR convencional con primers o iniciadores genéricos (MY09/11). Para tipificar
los genomas virales a partir de los primeros productos de la amplificacion, se emplea una
PCR multiple, método que consiste en la amplificacién simultanea en un unico tubo de
diferentes secuencias blanco, permitiendo la deteccion e identificacion simultanea de
distintos genes de interés o en el caso del VPH, de distintos tipos virales, también existen
otros métodos como: Hibridacion por Southern Blot, hibridacion por DotBlot, analisis con
enzimas de restriccion (RFLP), secuenciacion, ensayos inmunoenzimaticos e hibridacién

reversa (Méndez y Pérez, 2004).
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ANTECEDENTES

Dada la importancia del CCU como problema de salud publica y su relacion con el
VPH, cobran interés los métodos que permitan su deteccion. Conforme a esto se han
desarrollado multiples estudios epidemioldgicos basados comunmente en la deteccion
clinica por Papanicolaou (Pap) y mediante meétodos de biologia molecular como la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), utilizando diferentes juegos de

oligonuclettidos para amplificar distintas regiones del genoma viral (Yerenay col., 2009).

Un aspecto fundamental para el éxito de estos métodos es el tipo de muestras
bioldgicas a partir de la cual se realizara la deteccion, incluyendo las caracteristicas y

condiciones de la misma.

Generalmente, se utilizan muestras citoldgicas y biopsias. Sin embargo, desde hace
algunos afios se han hecho pruebas con muestras de orina. En este sentido, investigadores
de la Universidad de Harare en Zimbabue, sugieren que el uso de este tipo de muestras
para la deteccion de VPH pudiera ser satisfactorio, partiendo de la premisa de que el
epitelio de la vejiga urinaria también es susceptible a la infeccion por VPH debido a su
contigliidad con la vagina y el cérvix (Stanczuk y col., 2003). Estudios previos a esta
investigacion basados en muestras de orina correspondian a mujeres sin anormalidades
cervicales conocidas, solo en casos muy contados se ha estudiado la presencia de VPH en
la orina de mujeres con cancer cérvicouterino y, aun en estos casos, el uso de distintas
técnicas moleculares para identificar el VPH afecta las conclusiones derivables en torno a
la correlacion entre la presencia de virus en el frotis cervical y en la orina. Los
investigadores en Zimbabue obtuvieron frotis cervicales y muestras de orina de 43 mujeres
con cancer cérvicouterino invasor para efectuar un analisis de muestras pareadas.
Utilizaron PCR, con iniciadores degenerados de VPH, para detectar e identificar los
diferentes tipos virales. Se detecto VPH en 72% de las muestras de orina y en 98% de las
obtenidas por frotis cervical. En 59% de estas Ultimas se identificé el VPH tipo 16, seguido
de los tipos 33 (31%), 18 (14%) y 31 (2%). En lo que respecta al tipo especifico de VPH,
se obtuvo concordancia entre los resultados con frotis y con muestras de orina en 79% de
los casos. Esto significa que en la mayor parte de los casos un mismo tipo de VPH esta

presente en el epitelio del cérvix y de la vejiga. Si bien es cierto que pareciera que el frotis
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permite mayor sensibilidad que la muestra de orina para la deteccion de VPH, se cree que
la sensibilidad de esta Gltima podria ser mayor si se aplican algunos ajustes a la prueba
(Stanczuk y col., 2003).

Los resultados del estudio aqui descrito son alentadores, puesto que apuntan a la
posibilidad de usar una muestra de orina, que la propia mujer puede obtener con facilidad,
para detectar la presencia de VPH en el aparato genitourinario. No obstante, ellos plantean
la necesidad de realizar mas estudios antes de que se pueda recomendar el uso generalizado
de muestras de orina para este propoésito (Stanczuk y col., 2003).

Por su parte Castillo y Stalin (2004), realizaron un estudio con 63 pacientes
masculinos y femeninas a los cuales se les tomé muestras de raspado endocervical y de
orina, para realizar la deteccion del virus por PCR, encontrando en el total de muestras
procesadas, un 95.3% (60/63) de concordancia con respecto al laboratorio de referencia al
cual fueron enviados duplicados de las muestras para comparar resultados. En base a esto
los investigadores plantean que el uso de técnicas moleculares como la PCR, permite
detectar la presencia del VPH en células infectadas de pacientes asintomaticos, con la
ventaja de detectar desde pocas copias del virus (alrededor de 10-30 copias), en
comparacion con otras metodologias y es util en el diagnostico de casos reportados como
indeterminados por métodos citoldgicos/histopatoldgicos. Asi, el uso de la PCR permite
manejar muestras de raspado endocervical, o bien, el manejo de muestras de orina o

raspado uretral en individuos masculinos.

De igual forma Alameda y col. (2008) evaluaron 50 muestras de orina y 50
muestras de hisopados de cérvix. Para el andlisis de estas muestras se aplico la PCR,
utilizando cebadores consenso y un método basado en micromatrices de baja densidad para
la determinacidn del tipo viral. Los resultados muestran una concordancia del 80% entre
los dos grupos de muestras. En las muestras de orina, la sensibilidad de la PCR para la
deteccion de tipos de VPH relacionados con LIEAG fue del 100%, con especificidad de
80%, un valor predictivo positivo de 91% y un valor predictivo negativo de 100%. En
funcién de sus resultados concluyen que la deteccion del VPH en muestras de orina puede
utilizarse como método alternativo de deteccion sistematica en mujeres con una deficiente

atencion ginecoldgica.
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Yerena y col., (2009) realizaron un estudio con fines preventivos y predictivos en
pacientes que no habian presentado cambios clinicos visibles por dafio celular en el epitelio
genital, que asistian al Hospital Escuela de Ginecologia y Obstetricia de la Universidad
Veracruzana en México. La muestra consistio en 123 pacientes, con rango de edad de 18-
50 afios, cuyos resultados de PAP reportaron citologia normal. La deteccion del genoma
viral se efectu6 por PCR anidada para incrementar la sensibilidad de deteccion del VPH.
Se calculé la prevalencia del virus, asi como la sensibilidad y especificidad del método,
encontrandose un 9.75% de positividad para VPH en las muestras procesadas a partir del
ciclo de amplificacion con los primers MYQ09/11, lo que posteriormente cambié a un
12.2% de positividad de VPH luego de efectuado el segundo proceso de amplificacion con
los iniciadores GP5+/6+, registrando un incremento en la sensibilidad y especificidad de la
deteccion viral mediante la PCR anidada, en comparacion con la obtenida mediante la PCR
con iniciadores MY Unicamente. Esto pone en evidencia la importancia de la escogencia
del método de deteccion, para lo cual se debe tomar en cuenta el tipo, las caracteristicas y
las condiciones de la muestra bioldgica.

JUSTIFICACION

Hoy en dia se sabe que la mayor parte de los canceres invasores del cuello uterino
estan vinculados con la presencia del VPH en el cérvix, particularmente genotipos con
altas propiedades oncogénicas, tales como los tipos 16 y 18. En paises en desarrollo, sin
embargo, sigue siendo un reto lograr que las mujeres, sobre todo en las zonas rurales, se
sometan con regularidad a un examen pélvico ginecoldgico para la obtencion de un frotis
cervical, mediante el cual se consigue el material necesario para la deteccion del virus y el

diagnostico de cancer cérvicouterino o de las lesiones precursoras.

La falta de acceso a servicios de salud, la escasez de recursos humanos y de
laboratorio, el temor de las mujeres al examen ginecologico, aspectos culturales, sociales,
morales, religiosos y la ignorancia acerca de la utilidad de la prueba son algunos de los
factores que explican la poca frecuencia con que se efectian frotis cervicales en algunas

partes del mundo en desarrollo. Debido a esto, es de interés la evaluacién y desarrollo de
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métodos de deteccion virica méas faciles de aplicar, menos incbmodos y que no exijan

personal adiestrado ni instrumentos especiales para la obtencion de la muestra.

En tal sentido, el uso de muestras de orina pudiera convertirse en una variante (til
en la deteccion de infeccion por VPH vy el cribado de CCU, ya que presenta las siguientes
ventajas: no necesita la intervencion de personal adiestrado para su recoleccion, es un
procedimiento indoloro y de bajo costo para el paciente y también es no invasivo. Sin
embargo, también presenta desventajas como: la baja cantidad de material genético que
pudiera obtenerse para su procesamiento, por lo cual se requieren estudios que contribuyan
a reducir las limitaciones implicadas para mejorar y optimizar la deteccion y tipificacion de
VPH a partir de muestras de orina, asi como para comparar los resultados derivados con
los de estudios basados en muestras bioldgicas certificadas o de uso rutinario (ejemplo:
biopsias y citologias endocervicales). Estas investigaciones permitiran evaluar el potencial
del uso de muestras de orina en la deteccion de VPH, asi como la posibilidad de su uso en

programas de salud y de cribado del CCU.

Es importante mencionar que en Venezuela no existen estudios formales sobre el

uso de muestras de orina para la deteccion de VPH.

OBJETIVO GENERAL

¢ Identificar, mediante PCR, el genoma de VPH en muestras de orina y en hisopados

de mujeres con lesiones sugestivas de infeccion por VPH en el examen clinico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Deteccion de VPH mediante PCR convencional en muestras citoldgicas y de orina
en pacientes femeninas, con iniciadores genéricos MY09/MY11.

e Tipificacion de las muestras positivas en la deteccion viral mediante PCR multiple.

e Comparar los resultados obtenidos en la deteccion viral respecto a los tipos de
material biol6gico utilizado, evaluando la sensibilidad y especificidad al usar

muestras de orina y la concordancia entre los resultados obtenidos en cada caso.
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METODOLOGIA
POBLACION DE ESTUDIO

El presente trabajo se realizd con pacientes femeninas que espontaneamente
acudieron a la consulta del servicio de Dermatologia de Infecciones de Transmision Sexual
(I.T.S) del Hospital Universitario de Caracas (HUC) de la Universidad Central de
Venezuela, a las cuales se les invito a formar parte del estudio, planteandoles las

caracteristicas del mismo.
Las pacientes fueron captadas en forma prolectiva durante el afio 2013.
e Muestras

Las muestras a procesar correspondieron a hisopados o muestras citoldgicas y orinas de
35 pacientes con diagnostico clinico de infeccidn por VPH y de 18 pacientes sin lesiones

aparentes al examen clinico.

A cada paciente se le presentaron dos documentos: una encuesta enmarcada en el
proyecto de Mision Ciencias LPL-20070001088 (a partir de los cuales se obtuvo el
financiamiento para este estudio) y un consentimiento informado para expresar su
aprobacion que debieron firmar voluntariamente; ambos documentos fueron previamente

aprobados por el Comité de Bioética del HUC.

Las muestras citoldgicas correspondieron a un raspado endocervical del tracto genital
(hisopados) con un hisopo de Dacron Fisherbrand (Fischer Scientific). Las muestras de
orina se recolectaron antes de la toma de muestras citologicas y fueron preservadas
debidamente mediante congelacion para el posterior analisis con técnicas de Biologia
Molecular para la deteccién y tipificacion del VPH.

e Toma de la Muestra

Se propuso la colecta de 50 mL de orina aproximadamente, por parte del paciente.
Seguidamente el personal de salud adscrito al servicio examind el area genital y evalud la
existencia 0 no de lesiones, consecuentemente se obtuvo la muestra de la zona de

transicion del cérvix uterino con un hisopo de Dacron, rotandolo 3 veces y descamando la
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mayor cantidad posible de células del epitelio (figura 8 y 9 ver Anexos); las mismas se
colocaron en un Eppendorf o un tubo con tapa de rosca de 2 mL con 1 mL de solucién
salina. Las muestras citoldgicas y de orina fueron transportadas, almacenadas a 4 °C y

-20°C respectivamente.
e Criterios de inclusion

Entre las pacientes que acudieron espontaneamente a la consulta de dermatologia de
I.T.S para examen clinico o tratamiento, en el periiodo referido, se incluyeron en el estudio

las que presentaron las siguientes caracteristicas:

- Mujeres con edad superior a 14 afios; las menores de esta edad debieron tener aprobacion

de su representante legal.
- Inicio de la vida sexual previa al estudio.
- Lesiones sugestivas de infeccion por VPH.
e Criterios de exclusion
- Pacientes embarazadas.
- Pacientes con el sistema inmunologico comprometido o VIH positivos.
- Pacientes que no firmaron la carta de “Consentimiento Informado”.
e Pacientes sin lesiones al examen clinico

- Mujeres sin lesiones sugestivas de infeccion por VPH, aparentemente sanas al examen

clinico.
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EXTRACCION DEL MATERIAL GENETICO
a) Hisopados:

- Se inicio con el desprendimiento de las células exfoliadas vorterizando cada muestra
por 5 min a maxima velocidad. La suspension de células se trasvaso a un tubo de
microcentrifuga de 2 mL y se procesaron con el estuche “ADN-Kit Axygen

Biosciences” segun las indicaciones de la casa comercial.

- Digestion: Se agregaron 400ul de Buffer G-B y 1 mL de Buffer DV, mezclando

vigorosamente y centrifugando a 12.000g por 2 min.

- Se aspir0 tanto como fue posible de la fase superior, conservando tanto la interfase
precipitada como la fase inferior en el tubo. Luego se agregé 1 mL de Buffer DV a

4°C, mezclando bien y centrifugando a 12.000g por 2 min.

- Se descartd la fase superior y la fase inferior se transfirio a un filtro (Spin-filter)
previamente colocado en un tubo de microcentrifuga de 2 mL y se centrifugd a
12.000g por 1 min.

- Se descart6 el filtro y se agregaron 400ul de Buffer BV al filtrado, mezclando por

inversion rapida y repetidamente.

- Enlazamiento de Acidos nucléicos: Se coloco una columna de intercambio aniénico en

un tubo de microcentrifuga, se transfirio la mezcla del paso anterior a la columna y se

centrifug6 a 12.000 g por 1 min.

- Lavado: Se descartod el filtrado y se agregaron a la columna 500ul de Buffer W1,

centrifugando a 12.000g por 1 min. Se descart6 el filtrado.

- Se agregaron 700ul de Buffer W2 y se centrifugd a 12.000g por 1 min, descartando el
filtrado y repitiendo el lavado con una segunda alicuota de 700ul de Buffer W2.

- Se descarto el filtrado y se colocé la columna en un nuevo tubo de centrifuga.
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- Elusion: Para eluir el ADN genomico se agregaron de 100-200ul de eluente o de agua

desionizada al centro de la membrana de la columna, dejando reposar por 1 min a

temperatura ambiente. Luego se centrifugd a 12.000g por 1 min.

b) Muestra de Orina:

- La muestra de orina se centrifugé a 20.000g durante 1 hora para sedimentar las

células.

- El sedimento se lavo con 400ul PBS 1X 'y se centrifugd por 15 minutos a 20.000g.

- Se resuspendio el sedimento en 200ul de PBS 1X o solucion salina y se trasvasé a un

Eppendorf, para llevar a cabo la extraccion de acidos nucléicos empleando el estuche

comercial ADN-Kit Axygen Biosciences, siguiendo las especificaciones de la casa

comercial, segun el protocolo antes descrito.

DETECCION DE VPH MEDIANTE PCR CONVENCIONAL CON INICIADORES

MY09/11

- Se colocaron 10ul del ADN extraido de las muestra en estudio en la mezcla de

amplificacion cuyos componentes se indican en la tabla 1.

Tabla 1. Mezcla de PCR para la deteccion de VPH.

Componentes de la mezcla de
PCR

Cantidades

Esquema de Amplificacion

dNTP’s (100 mM)
(Invitrogen)

0,4 uL

Iniciadores MY(09/11 (100mM)

0,2 pL de cada uno

Taq ADN polimerasa (2,5 U) 0,5 uL
(Invitrogen)

MgCl; (50 nM) 4 uL
(Invitrogen)

Buffer 10X 6 UL
(Invitrogen)

H,0 libre de nucleasas 40 pL

94°C por 4 min
94°C por 15 min
55°C por 30 seg Por 40

ciclos
72°C por 45 seg

72°C por 7 min
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Los iniciadores genéericos MY09 y MY11 reconocen la region consenso L1 del genoma

viral para obtener un producto de amplificacion de 450 pb, indicado en la tabla 2 (Manos y
col., 1989; Bosch y col., 2002). Se utilizaron también los iniciadores PC04/GH20 para

amplificar simultaneamente un fragmento del gen humano de B-globina como control

interno de la integridad y calidad del ADN y ausencia de inhibidores de la PCR, con los

gue se obtuvo un producto de 268 pb (Cafiadas y col., 2006) (Ver tabla 1). Se incluyeron

controles positivos (en los que se agregd ADN de una muestra positiva para el virus) y

controles negativos (mezcla de reaccion con ADN de un individuo sano + agua destilada).

Tabla 2. Secuencia de iniciadores o primers para la deteccion de VPH.

Iniciadores Secuencia 5" —3" VEIEGID O]
producto de PCR
MY09 CGT CCAAGAGGATACTGATC 450 pb
MY11 GCA CAG GGA CAT AAT AAT GG
PC04 CAACTT CAT CCACGT TCACC 268 pb
GH20 GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC

- El proceso de amplificacion se llevé a cabo en un termociclador Mastercycler® ep

(Eppendorf), segun el esquema indicado en la tabla 1.

TIPIFICACION DE VPH

- Las muestras positivas en la deteccion viral con los iniciadores MY09/11 fueron

tipificadas mediante PCR multiple, segun los iniciadores descritos por Sotlar y col
(2004) (Ver tabla 3).

Tabla 3. Secuencia de iniciadores o primers para la PCR multiple.

Iniciadores Secuencia 5" —3" Tamario del producto de PCR
F-HPV- 16 CAC AGT TAT GCA CAG AGC TGC
CAT ATATTC ATG CAATGT AGG 457 pb

R-HPV-16 TGT A

F-HPV-18 CAC TTC ACT GCA AGA CAT AGA 322 pb

R-HPV-18 GTT GTGAAATCGTCGTTTTTCA

F-HPV-33 ACT ATA CAC AAC ATT GAA CTA 398 pb

R-HPV-33 GTT TTT ACA CGT CAC AGT GCA
F-HPV-6/11 TGC AAG AAT GCACTG ACC AC 334 pb
R-HPV-6/11 TGCATGTTG TCC AGC AGT GT

F: forward; R: reverse
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- Esta PCR mudltiple permite identificar los siguientes tipos virales: 6/11 (334 pb) de
bajo riesgo oncogénico, 16 (457pb), 18 (322 pb) y 33 (398 pb) de alto riesgo

oncogeénico.

Para ello, a la mezcla de reaccion se agregaron 3 pL del ADN de cada muestra. La

composicion de la mezcla y condiciones de amplificacion se describen en la tabla 4.

Tabla 4. Mezcla de PCR multiple.

Componentes de la mezcla de

PCR Cantidades Esquema de Amplificacion
dNTP’s (100 mM) 0,4 pL
(Invitrogen) 94°C por 4 min
Coctel de iniciadores 1,6 uL *
Tag ADN polimerasa (2,5 U) 0,5 uL 94°C por 30 seg

(Invitrogen) Por 35

MgCl, (50 nM) 4L 56°C por 45 seg ciclos
(Invitrogen) 299C por 45
Buffer 10X 6,5 HL por 45 seg
(Invitrogen) o .

H,O bidestilada 27 il 72°C por 4 min

*0,2 L de cada iniciador (100 mM)

ELECTROFORESIS

- Los productos de las amplificaciones se visualizaron mediante electroforesis en
geles de agarosa al 2%, buffer TBE 1X (Invitrogen), tefiidos con SYBR Safe 1X

(Invitrogen), a 100V por 45 min aproximadamente.

- Luego fueron expuestos a luz UV para registro fotografico, en una camara de

visualizacion ChemiDoc™ XRS+ (Bio-Rad).
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Pruebas Estadisticas

Se determinaron los valores de sensibilidad y especificidad de la deteccién viral al
usar muestras de orina. Para ello se emplearon pruebas estadisticas (programa SPSS 2.0) y
las ecuaciones descritas en Fernandez y Diaz (2003). Se compararon los resultados
obtenidos con los hisopados endocervicales y las orinas para evaluar sensibilidad y
concordancia de la deteccidn viral en muestras de orina respecto a dicha deteccion a partir
de hisopados cervicales. Para la evaluacion de la sensibilidad y concordancia se emplearon

pruebas estadisticas usando el programa SPSS 2.0.

RESULTADOS
Caracteristicas de la muestra

Poblacion en estudio

Se estudiaron 53 mujeres, de estas, 35 correspondian a pacientes con diagnostico de
infeccion por VPH mediante examen clinico ginecoldgico; adicionalmente, se tomaron
muestras a 18 mujeres sin lesiones visibles al examen clinico, lo cual permitié evaluar la
utilidad de las muestras de orina en la deteccion de infecciones latentes o subclinicas. La
edad promedio de las pacientes fue de 23,8 + 11,41 afios, siendo los 20 afios cumplidos la
edad mas observada. La actividad tabaquica estuvo presente en un 37,2% (13/35) vy el
consumo de alcohol en un 74,3% (26/35) de las pacientes. La edad de menarquia mostro
un promedio de 12,20 * 1,66 afos, siendo los 12 afios el valor mas frecuente referido en

este rubro con un 37,1% (13/35) de las pacientes.

El nimero de parejas sexuales tuvo un valor promedio de 2,52 + 1,37, siendo 2

parejas el valor més frecuente, en un periodo de 6 meses a un afio.

En cuanto al estado civil de las pacientes infectadas, se encontrd que el 91,4%
(32/35) eran solteras, y el 8,6% (3/35) eran casadas; en esta Ultima categoria se asume una

pareja estable.
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Deteccion de VPH

Hisopados cervicales

Frecuencia de infeccidon por VPH de Hisopados

Cervicales
80

68,6%

70
60 -

50 -

40 -

31,4%

30 +
20 -

Porcentaje de Deteccion

10 ~

Positivos Negativos

Clasificacion de Deteccion de VPH

Figura 10. Deteccion de VPH en muestras de hisopados cervicales. n=35 pacientes/24
pacientes positivas.

Como puede observarse en la figura 10, del total de muestras evaluadas
correspondientes a hisopados cervicales, en 68,6% (24/35) se detectd la presencia del
genoma de VPH, indicando positividad para la infeccidn, al presentar la banda esperada de
450 pb correspondiente al fragmento del gen L1 amplificado con los primers MYQ9/11 y
un fragmento de 268 pb correspondiente al control interno (gen B-globina) amplificados
con los primers PC04 y GH20. El 31,4% (11/35) resultd negativo para la infeccion viral y
las muestras respectivas, solo presentaron la banda de 268 pb correspondiente al control
interno (figura 16).
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Muestras de orina

Frecuencia de infecciéon por VPH de Muestras de Orina

70

62,9%

60 -

50 -

37%

40 -

30 A

20 +

Porcentaje de Deteccion

10 +

0 -

Positivos Negativos

Clasificacion de Deteccion de VPH

Figura 11. Distribucidn porcentual, para la deteccion de VPH en muestras de orina. n=35

pacientes/22 pacientes positivas.

La figura 11, muestra los resultados correspondientes a la deteccion de VPH en
muestras de orina; se obtuvo que el 62,9% (22/35) presento el genoma de VPH, indicando
positividad para la infeccién, mientras que el 37% (13/35) resultd negativo para la

infeccion viral (figura 16).
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Tipificacion de muestras positivas en la deteccion viral

Hisopados cervicales

Genotipos de VPH identificados en hisopados
cervicales

- No tipificable '
(=%
>
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]
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.g_ 6y/ull
°
[ =
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yd yd
0 10 20 30 40 50
Porcentaje de aparicion

Figura 12. Tipificacion de las muestras positivas para la infeccion por VPH en hisopados
Cervicales. n=24.

En la figura 12 se muestran los genotipos de las muestras positivas de hisopado
cervical, identificando los tipos 6 y/u 11 de bajo riesgo oncogénico en 45,8% (11/24), 16
de alto riesgo oncogénico en 4,1% (1/24), mientras que el 50% (12/24) de las muestras no

pudo ser tipificado por la metodologia empleada, por lo que se reportan como no
tipificables (NT).
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Muestras de orina

Genotipos de VPH identificados en muestras de
orina

No tipificable
6y/ull

16

6/11y 16

18

Genotipos de VPH

33

0 10 20 30 40

Porcentaje de aparicion

Figura 13. Tipificacion de las muestras positivas para la infeccion por VPH en muestras
de orina. n=22.

En la figura 13 se observan los resultados de la tipificacion de las muestras de orina
que resultaron positivas para la infeccion por VPH. El genotipo mas frecuente fue el 6 y/u
11 de bajo riesgo oncogénico con un 36,36% (8/22), seguido del genotipo 16 de alto riesgo
con 9,09% (2/22), al igual que la infeccion mixta con los genotipos 6 y/u 11 y 16; los
genotipos 18 y 33, ambos de alto riesgo oncogénico, se registraron en un 4,54% (1/22) en
cada caso, también se obtuvo un porcentaje de muestras no tipificables por esta
metodologia correspondiente a un 36,36% (8/22).

Maés adelante en la figura 17 se observa una electroforesis de la tipificacion de un
grupo de muestras positivas en la deteccion viral, las cuales fueron amplificadas mediante
PCR multiple. Se observaron distintas bandas correspondientes a los diferentes tipos

virales.
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Comparacion de los resultados de deteccion de VPH entre hisopados cervicales y

muestras de orina

Correspondencia de positividad al ADN viral en hisopados cervicales y muestras de

orina

Correspondencia de Positividad entre Hisopados
Cervicales y Muestras de Orina

B Correspondientes

B No Correspondientes

Figura 14. Comparacion de positividad entre los dos tipos de muestras evaluados en el

estudio (hisopados cervicales y muestras de orina).

Para establecer esta correspondencia se evaluaron los datos obtenidos en el proceso
de deteccion mediante los dos tipos de muestras, registrando los positivos que coincidieran
en ambos casos. Asi al comparar la positividad entre hisopados y muestras de orina, se
obtuvo una correspondencia de 57% (20/35). En contraste, el 43% de los casos presentd

diferencias en la deteccion viral respecto a ambos tipos de muestras (figura 14).
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Correspondencia de genotipos identificados en las muestras positivas para VPH

Correspondencia de Genotipos entre Hisopados
Cervicales y Muestras de Orina

409
l 0% Correspondientes

60% .
No Correspondientes

Figura 15. Relacién de genotipos encontrados durante el proceso de tipificacion para los

dos tipos de muestras evaluados en el estudio (hisopados cervicales y muestras de orina).

Mediante los resultados obtenidos en el proceso de tipificacion, tanto para los
hisopados cervicales como para las muestras de orina, se determinaron los pacientes
positivos en los que el genotipo de VPH coincidiera. Asi del porcentaje de positividad
descrito anteriormente para los dos grupos de muestras equivalentes al 57%, se obtuvo una
correspondencia del 40% (8/20) para los genotipos identificados durante el proceso de
tipificacion, como se muestra en la figura 15, que incluyen los tipos 6 y/u 11 de bajo riesgo

oncogénico y 16 de alto riesgo oncogénico.
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Porcentajes de deteccidn y tipificacion para el grupo de pacientes sanas al examen

clinico

Tabla 5. Deteccion y tipificacion de VPH en grupo de pacientes sin lesiones aparentes de

infeccién viral.

Hisopado (%) | Orina (%)
Positivos 33,3% 33,3
Negativos 66,7 66,7
6y/ull 16,6 5,6
18 5,5 -
33 5,5 -
No Tipificables 5,5 27,8

En la tabla 5 se observan los porcentajes de positividad para la infeccién por VPH
en pacientes sanas al examen clinico; en las muestras de hisopado cervical se obtuvo
33,3% de positividad siendo los genotipos de bajo riesgo oncogénico 6 y/u 11 los mas
frecuentes (16,6%), seqguido de genotipos de alto riesgo oncogénico 18 y 33 con 5,5% cada

uno. El 5,5% de estas muestras no pudo ser tipificada por la metodologia empleada.

Respecto a las muestras de orina se obtuvo un 33,3% de positividad, del cual el
5,6% correspondio a los genotipos 6 y/u 11, el 27,8% restante a muestras no tipificables

por esta metodologia.
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Evaluacion del uso de muestras de orina para la deteccion de VPH

Tabla 6. Relacion entre el resultado de la deteccion de VPH en muestras de orina respecto

a hisopados cervicales.

Resultado de la Prueba Prueba de Referencia
de PCR (%) Positivo (Hisopado) | Negativo (Hisopado)
Positivo (Orina) 57,14 5,71
Negativo (Orina) 11,42 25,71

Para evaluar la validez del uso de muestras de orina para la deteccion de VPH, se
calcularon la especificidad y la sensibilidad teniendo como base o punto de referencia los
resultados obtenidos con los hisopados cervicales, material usado rutinariamente en la
deteccion viral. Se siguio el procedimiento descrito por Fernandez y Diaz (2003) (ver tabla
6 y 7). Los resultados se distribuyeron en cuatro categorias: Verdaderos positivos
(hisopados positivos y orinas positivas) donde se observé un 57,14%, verdaderos
negativos (hisopados negativos y orinas negativas) con un 25,71%, falsos positivos
(hisopados negativos y orinas positivas) con un 5,71% vy falsos negativos (hisopados

positivos y orinas negativas) con 11,42%.
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Tabla 7. Analisis para la validez y seguridad de los resultados obtenidos empleando

muestras de orina, respecto a las muestras de referencia (hisopados cervicales).

% Pacientes
Sensibilidad 83,3
Especificidad 81,8
Valor predictivo positivo 90,9
Valor predictivo negativo 69,2

En la tabla 7 se presentan los calculos de los valores de sensibilidad y especificidad,
valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) como método de
corroboracion de la validez de los resultados obtenidos en muestras de orina respecto a la

muestra de referencia (hisopado); obteniéndose un 83,3% y un 81,8% respectivamente.

Para evaluar la seguridad del resultado se calcularon el VPP (mide la probabilidad
de que un individuo positivo para VPH realmente esté contaminado) y el VPN (mide la
probabilidad de que un individuo negativo para VPH realmente no esté contaminado),
obteniéndose valores de 90,9% y 69,2% respectivamente. Se considera que el VPP alto se
relaciona con una alta probabilidad de la prueba en identificar verdaderos positivos para
una patologia; el VPN en este caso esta por debajo del VPP y seria consecuencia de una

alta prevalencia de la enfermedad, lo que afecta la deteccidn de los verdaderos negativos.
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Evaluacion de la concordancia entre los resultados de hisopado cervical y muestras de

orina

Tabla 8. Tabla de contingencia de los resultados obtenidos para los genotipos encontrados
en ambos tipos de muestras (hisopados cervicales y muestras de orina).

Resultado en hisopado * Resultado Orina Tabla de Confingencia

Resultado Orina

Total

Megativo Tipo 16 Tipo 18 Tipo 6-11 Tipo 16-6-11 Mo Tipificeble Tipo 33
Megativo £ ] 1 1 ] 0 11
Tipo 16 ] 1 0 0 ] 0 1
Resultado en hisopado
Tipo 6-11 1 1 0 7 1 0 11
Nao Tipificable 3 ] 0 0 1 ] 12
Totsl 13 2 1 ] 2 ] 38

En la tabla 8 se expresan los datos obtenidos durante el proceso de tipificacion de
las muestras de orina e hisopados cervicales, agrupados segun la relacion de aparicion de
los genotipos respecto a los dos tipos de muestra. Posteriormente a través de esta tabla se
llevaron a cabo analisis estadisticos de independencia y concordancia de los resultados

antes mencionados.
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Prueba de independencia

Tabla 9. Tabla de analisis de los resultados mediante la herramienta estadistica Chi-

Cuadrado.
Prueba Chi-Cuadrado
Walor i Asymp. Sig. {2- Monke Carlo Sig. {2-sided)
sided) Sig. 5% Intervslo de Confianza
Limitz Inericr | Limite Supsrior
Pearson Chi-Cuadrado £EE1A 18 R 4] 00T DD D01
Casos walidos de M 35

En la tabla 9 se presentan los valores obtenidos mediante la evaluacion por el estadistico
Chi-Cuadrado para el andlisis de independencia de los resultados mostrados en la tabla 9,

en funcion de los siguientes criterios:

1. HO (Hipotesis Nula) = Los resultados en orina son independientes de los de
hisopado.

2. Ha (Hipotesis Alternativa) = Los resultados en orina no son independientes de los
de hisopado.

3. Con P<0,05 se rechaza la HO correspondiente a que los resultados en orina son

independientes de los de hisopado.

Se obtuvo un p<0,05, (p=0,01) lo que implica que los resultados obtenidos con ambas

muestras en la deteccidn y tipificacion viral son similares (no son independientes).
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Prueba de concordancia

Tabla 10. Tabla de Medidas de Simetria especificamente el estadistico de concordancia

Kappa y los casos validos de N.

Medidas de Simetna

Walor Asymp. Sd. Approes. TS | Apprae. Sig. Maonke Carlo
Error 5ig.

Sig.
Medids d= Concordancia Kappa i i G272 Riii] =

Casos Validos de N a5

En la tabla 10 se muestran los resultados obtenidos mediante el empleo de la prueba
estadistica kappa utilizada para relacionar los resultados de PCR para hisopados cervicales

y para muestras de orina. La escala de referencia empleada fue la siguiente (tomado de
Molinero, 2001):

Escala cualitativa:

kappa | grado de acucrdo

<0 sin acuerdo

0-0,2 | insignificante

0,2 - 0,4 bajo

0.4 - 0,6 |moderado

0,6 - 0,& |bueno

0,83 -1 |muy bueno

Tomado de: Molinero L. 2001.
Con un intervalo de confianza (IC) del 95%.

Se obtuvo una concordancia “Buena” en cuanto a los tipos virales identificados
(k=0,609; entre 0,6-0,8).
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MP C+ 1 r = < 5 & 7 C1CcC2

450pb VPH

268pb B-globina

Figura 16. Visualizacion de la deteccion de VPH mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2%; MP: Marcador de peso molecular (100 pb Invitrogen); C+: Control positivo
(indicador a 450 pb) y control interno de la integridad del ADN (gen de B-globina a
268pb); 1, 3, 4, 6: Muestras de pacientes VPH positivas; 2, 5 y 7: Muestras de pacientes
VPH negativos; C-1: Control negativo con ADN de paciente sano (se observa la banda de

268pb corresponden al gen B-globina); C-2: Control negativo (solo mezcla).

En la figura 16 se observa una electroforesis en gel de agarosa al 2% en la que se describen
11 carriles; en el primer carril (MP) se coloco el marcador de peso molecular de Invitrogen
el cual luego de la corrida electroforética mostré 10 bandas de 100pb, en el segundo carril
(C+) se muestra el control positivo indicado por una banda de 450pb y una segunda banda
de 268pb correspondiente al gen de B-globina que funciona como control interno de la
integridad del ADN, desde el tercer hasta el noveno carril (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7) se observan

bandas correspondientes a muestras de distintos pacientes positivos y negativos para el
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VPH como se menciona en la leyenda, en el decimo carril (C-1) se observa solo la banda
de 268pb correspondiente al gen de B-globina debido a que en este carril se coloc6é una
muestra de ADN de un paciente sano como control negativo, en el onceavo carril (C-2) no

se observan bandas ya que esta el control negativo solo con mezcla de amplificacion.
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Figura 17. Visualizacion de la tipificacion de VPH mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2%; MP: Marcador de peso molecular (100 pb Invitrogen); C+1: Control
positivo de VPH tipo 16 (indicador a 457pb); C+2: Control positivo de VPH tipo 6 y/u 11
(indicador a 334pb); 1: Muestra de paciente VPH positiva tipo 16; 2: Muestra de paciente
VPH positiva tipo 18; 3: Muestra de paciente VPH positiva tipo 33; 4, 5, 6: Muestras de
pacientes VPH positivas No Tipificables por esta metodologia; 7: Muestra de paciente
VPH positiva tipo 6 y/o 11 (334pb); C-: Control negativo; M: Control positivo con la
mezcla de genotipos de VPH tipos 18 (322 pb), 6 y/u 11 (334 pb), 33 (398 pb) y 16 (457

pb) .

En la figura 17 se observa una electroforesis en gel de agarosa al 2% en la que se describen
13 carriles; en el primer carril (MP) se coloco el marcador de peso molecular de Invitrogen

el cual luego de la corrida electroforética mostr6 9 bandas de 100pb, en el segundo carril
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(C+1) se muestra el control positivo de VPH tipo 16 indicado por una banda de 457pb, en
el tercer carril (C+2) se muestra el control positivo de VPH tipo 6 y/u 11 indicado por una
banda de 334pb, desde el cuarto hasta el decimo carril (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7) se observan
bandas correspondientes a los genotipos de distintos pacientes positivos para el VPH como
se menciona en la leyenda, en el onceavo carril (C-) no se observan bandas ya que en este
se encuentra el control negativo solo con mezcla de amplificacién, en el ultimo o decimo
segundo carril (M) se presenta el control positivo con la mezcla de los genotipos,
observando asi cuatro bandas de 322 pb (VPH 18), 334 pb (VPH 6 y/u 11), 398 pb (VPH
33) y 457 pb (VPH 16) identificadas en este estudio .
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DISCUSION

Aunque se han necesitado alrededor de 20 afios para establecer la asociacion causal
entre el cancer cervical y la infeccion persistente por VPH, en la actualidad la historia
natural de la infeccion por este virus y esta malignidad es ampliamente conocida y por ello,
se han desarrollado pruebas de deteccién del ADN del VPH de alto y bajo riesgo para
mejorar la eficiencia, precision y efectividad en la deteccion oportuna del cancer cervical,

como estrategia de prevencion secundaria (Canche y col., 2011).

Actualmente, vivimos una etapa histdrica en relacion con el control del cancer
cervical, si consideramos el nuevo paradigma para la prevencién primaria y secundaria de
la enfermedad, en muchos paises desarrollados utilizan la deteccion molecular del virus
como metodo para prevenir lesiones precursoras de cancer, lo cual funge como apoyo al
diagnostico clinico. Conforme a lo antes mencionado paises en via de desarrollo como
Venezuela buscan incluir esta vision en sus programas de salud, como es el caso del
Hospital Universitario de Caracas en su servicio de Dermatologia, especificamente en la
consulta de Infecciones de Transmision sexual, que bajo el apoyo de Laboratorios como el
de Genetica Molecular en el Instituto de Oncologia y Hematologia, permitiendo asi una
mejor valoracion del paciente ya que proporciona informacion adicional y en ocasiones

relevante al diagnostico clinico.

Dentro de las regiones del mundo con mayor prevalencia de los tipos de VPH de
alto riesgo oncogénico (tipos 16, 18, 31, 33, 45, 59, entre otros) se encuentran Africa y
Ameérica Latina (de este Gltimo Venezuela con los tipos 16 y 18) (Mufioz, 2000; Mufioz y
col., 2003). El tipo 16 es el mas frecuente en todo el mundo, excepto en Indonesia y
Argelia, donde el tipo 18 es el mas comun (Wieland y Pfister, 1997). El tipo 45 presenta
alta frecuencia en Africa Occidental (Wieland y Pfister, 1997) y por Gltimo, los tipos 33,

39 y 59 se concentran en Centroamérica y Sudamérica (Jastreboff y Cymet, 2002).

Atendiendo a la edad de las pacientes, los estudios demuestran que la prevalencia
méaxima de VPH cervical (estudiada por técnica de PCR) se encuentra ubicada entre los 20
y 25 afios de edad (Murfioz, 2000; Wieland y Pfister, 1997), que al compararse con este
trabajo en el que se obtuvo un promedio de edad de 23,8 £+ 11,41 afios, siendo los 20 afios
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la edad mas observada en la poblacion conformada por 35 mujeres con diagndéstico clinico
de infeccion por VPH, se corrobora su correspondencia con el rango descrito por Mufioz,
2000 y Wieland y Pfister, 1997, en sus trabajos. También se sabe que solo entre el 10% vy
el 20% de las mujeres positivas al VPH (a nivel cervical) muestran alteraciones citologicas,
por ello, las mujeres con Papanicolaou negativo presentan una frecuencia que oscila entre

el 3,7% vy el 47,9% segun el método y la poblacién estudiada (Wieland y Pfister, 1997).

Por otra parte, teniendo en cuenta la relacion establecida entre el VPH y el cancer
cérvico-uterino, es de alta relevancia considerar que con el paso de los afios, se han

incrementado los casos de este tipo de carcinoma.

Se estima que el cancer cérvicouterino causa alrededor de 500.000 muertes al afio
en el mundo, con una incidencia cercana a 40 por cada 100.000 mujeres en paises en via de
desarrollo (Franco y col., 2001). De hecho, en Estados Unidos, se ha incrementado la
incidencia y la mortalidad por este tipo de cancer en las mujeres hispanas, en comparacion
con la poblacién no hispana, ademas de que se esta diagnosticando a una edad mas
temprana (45 afios vs 48 afos de edad). Este fendmeno podria deberse a que en Estados
Unidos la poblacion hispana es un grupo generalmente con limitados recursos econémicos,
escasa educacion sexual y con mayor cantidad de factores de riesgo asociados (Watson y
col., 2008).

Actualmente, hay 310 millones de mujeres infectadas con VPH; de estas, 56
millones han desarrollado algun tipo de cancer de cuello de utero (Instituto Catalan de
Oncologia, 2007). Anualmente, en la region de las Américas se reportan aproximadamente
92.136 casos de cancer cérvicouterino y 37.640 defunciones (Organizacion Panamericana
de la Salud, 2005).

En Venezuela, en el afio 2006 fue la segunda causa de muerte por cancer en la
mujer, con 2.141 casos y el 4,56 % del total de muertes femeninas ocurridas ese afo
(MPPS, 2007). Datos oficiales del Ministerio del Poder Popular para la Salud, sefialan que
para el afo 2007 murieron 1.571 mujeres por cancer de cuello uterino y padecieron la
enfermedad unas 3.700 mujeres, siendo la primera causa de muerte por cancer en mujeres,

superando los casos de muerte por cancer de mama (MPPS, 2009).
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La carga de enfermedad cervicouterina atribuible a la infeccién por VPH no se
limita al cancer, sino que incluye una proporcién incluso mayor de lesiones cervicouterinas

premalignas (Organizacion Panamericana de la Salud, 2005).

Son variados los procedimientos que se utilizan para la deteccion del virus, dentro

de los cuales resalta la PCR por su alta sensibilidad y especificidad.

En cuanto al tipo de muestra bioldgica generalmente se utilizan hisopados
cervicales y biopsias, los cuales pueden resultar incomodos, invasivos y con limitaciones
de toma dependiendo del area geografica, la disponibilidad de recursos y personal

especializado y las costumbres e ideologias culturales, sociales y religiosas.

Es por ello que las muestras de orina pudieran convertirse en fuentes
potencialmente Utiles para la deteccién vy tipificacion del VPH y en consecuencia, en la
pesquisa, prevencion y control del CCU, ya que su uso reduce o elimina las limitaciones
mencionadas. Pero son necesarios estudios que aporten conocimiento sobre su utilidad y
efectividad en relacién o en comparacion a las muestras usadas convencionalmente, asi

como también para la estandarizacién de procedimientos basados en este tipo de muestras.

En base a lo expuesto, en el presente trabajo se llevd a cabo la deteccidn del virus
de papiloma humano (VPH) vy tipificacion segin su genotipo, por medio de la técnica de
PCR convencional con primers genéricos y su variante PCR madltiple, usando dos tipos de
muestras: hisopados cervicales (cominmente empleados) y muestras de orina, en un grupo
de mujeres con diagnostico clinico para esta infeccion, que acudieron espontaneamente a la

consulta de Infecciones de Transmisidn Sexual del Hospital Universitario de Caracas.

De acuerdo a las series americanas, que registran prevalencia de infeccion por VPH
desde 26,8% en poblacion general de 14 a 59 afios, hasta 44,8% en el grupo de 20 a 24
afios de edad, se evidencia que el valor obtenido en este estudio fue mayor a los
mencionados anteriormente, obteniéndose asi un 57,14% (20/35) de concordancia de
positividad entre las muestras empleadas para la deteccién viral en pacientes con un rango
de edad de 14 a 72 afios y un promedio de 24,2 + 11,4 lo cual podria deberse al tamafio
muestral determinado para este trabajo, las diferencias culturas referentes a la sexualidad,

entre ambas poblaciones, las diferencias entre los tipos de muestras, el momento y
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condiciones de la toma, la distribucion o ubicacion del virus en los tejidos del tracto genital

de las pacientes y la carga viral.

Se ha sefialado que a pesar del visible incremento de casos de mujeres infectadas
por algun tipo de VPH oncogénico la mayoria de estas no presentan cancer cérvicouterino.
Esto sugiere que otros factores adicionales que actdan conjuntamente con el VPH influyen
en el riesgo de aparicion de la enfermedad. Cofactores como la paridad, el uso de
anticonceptivos orales, el tabaquismo, la inmunosupresién particularmente la relacionada
con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), la infeccion por otras enfermedades de
transmision sexual y la desnutricion se han asociado, en grado variable, con la aparicion de
cancer invasivo del cuello uterino. Sin embargo, su funcion especifica en la aparicion del
cancer cérvicouterino es poco clara ain. La sexarquia temprana (inicio de la actividad
sexual antes de los 18 afos), la promiscuidad de cualquiera de los integrantes de una pareja
sexual 0 numero de comparieros sexuales, los antecedentes de infecciones de transmision
sexual y otras caracteristicas de la actividad sexual se vinculan con la probabilidad de

contraer VPH.

El promedio de edad de la poblacion en estudio, conformada por 35 mujeres con
diagndstico clinico de infeccidon por VPH, fue de 23,8 + 11,41 afios y present6 varios de
los factores de riesgo mencionados como consumo de alcohol, tabaco, uso de
anticonceptivos, sexarquia temprana, mas de una pareja sexual en un periodo de 6 meses a
un afio. Estas caracteristicas o condiciones son consideradas por autores como
Walboormers y col. (1999), Bosch y col. (2003), Moreno y col. (2002), Hildesheim y col.
(2001), entre otros, cofactores en el riesgo a desarrollar CCU.

Unido a esto, se detectd la presencia de ADN de VPH en 68,8% de los hisopados
cervicales y 62,9% de las muestras de orina, con una correspondencia de positividad de
57%; las discrepancias en la positividad entre las muestras de un mismo paciente pueden
ser consecuencia de diferencias en cuanto al tipo de muestras, la distribucion o ubicacion
del virus y la carga viral al momento de la toma (Vorsters y col., 2012). Esta concordancia
fue menor a la obtenida por Stanczuk y col. (2003) de 79%, quienes trabajaron con 43
pacientes a las que se le tomaron hisopados cervicales y muestras de orina, y por Alameda

y col. (2008) de 80% al trabajar con hisopados cervicales y muestras de orina de 50
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pacientes con diagndstico clinico de LIE de alto y bajo grado. La diferencia entre estos
valores de concordancia y el reportado en el presente estudio pueden atribuirse a
diferencias en las caracteristicas de las poblaciones estudiadas, el grado de las lesiones y/o

la metodologia empleada en cada estudio.

En cuanto al porcentaje de deteccion, al comparar con otros estudios, Yerena y col.
(2009) con las 123 pacientes femeninas y reportaron un 12,2% de positividad para el virus,
debido a que estas pacientes presentaban resultados de citologia normal (pacientes que no
presentan dafio celular), ademas establecen comparaciones con los resultados obtenidos
por Torrella y col. (Citado por Yerena y col., 2009) un 17% vy Carrillo y col. (2004) con

23,1%, valores por debajo del obtenido en el presente estudio.

En consecuencia, a pesar de que la mayoria de las pacientes participantes en el
estudio no presentaban lesiones de riesgo, la combinacion de la positividad al virus y
cofactores como tabaquismo, consumo de alcohol, uso de anticonceptivos, entre otros,
indica que deben ser evaluadas con mayor atencion y frecuencia por personal

especializado, con fines preventivos.

Como se menciono en los resultados, dentro de las muestras positivas en la
deteccion viral se logro identificar cuatro genotipos distintos; en las muestras de hisopado
cervical se obtuvieron los genotipos 6 y/u 11 de bajo riesgo oncogénico en un 45,8%
(11/24), 16 de alto riesgo oncogénico en 4,2% (1/24) y 50% (12/24) no pudo ser tipificado
por esta metodologia. En la tipificacion de muestras de orina se identificaron los genotipos
6 y/u 11 de bajo riesgo oncogeénico en 36,36% (8/22), 16 de alto riesgo oncogénico en
9,09% (2/22), 18 de alto riesgo oncogénico en 4,54% (1/22), 33 de alto riesgo oncogénico
en 4,54% (1/22), infecciones mixtas con los tipos 6 y/u 11 y 16 de alto y bajo riesgo
oncogenico en 9,09% (2/22) y 36,36% (8/22) de las muestras resulto no tipificable por la

metodologia utilizada.

Respecto a los tipos virales detectados en Venezuela en estudios previos, como el
de Correnti y col. (2002), y otros de distintos paises como los de Mufioz y col. (2003),
Suarez y col. (2006), Ghaffari y col. (2006), Aedo y col. (2007), tuvieron como
denominador comun la identificacion de VVPH de alto riesgo oncogénico, en contraste a los
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resultados del presente trabajo donde se detectd principalmente VPH de bajo riesgo
oncogénico. Esto pudiera deberse a diferencias en las metodologias utilizadas en la
deteccion y tipificacion, asi como al &rea geogréfica y al tipo y complejidad del
diagnostico o las lesiones de la poblacion estudiada en cada caso. Estos resultados son
similares a los reportados por Scucces y Paneccasio (2001) quienes obtuvieron un 25% de
deteccidn de virus de bajo riesgo oncogénico en su estudio. Cabe resaltar que se debe
tomar en cuenta que hubo un porcentaje de pacientes que resultaron positivos para VPH de
alto riesgo oncogeénico, por lo que es recomendable una vigilancia mas activa respecto a
esos casos especificamente, por ser mas susceptibles de desarrollar un cancer de cuello
uterino, teniendo en cuenta que la PCR es una prueba de gran sensibilidad y especificidad
para la deteccién y tipificacion del VPH, sin embargo se debe tener presente que en este
estudio solo se incluyd 4 iniciadores que reconocen secuencias de 4 de los méas de 100

genotipos de VPH presentes para el proceso de tipificacion (Salazar, 2007).

Para comparar la deteccion y tipificacion viral con hisopados cervicales y muestras
de orina, se llevo a cabo la determinacion de la sensibilidad y especificidad, tomando en
cuenta los valores predictivos positivos y negativos respecto a las muestras empleadas,
segun Fernandez y Diaz (2003). La sensibilidad permite clasificar correctamente a un
individuo enfermo, por lo tanto, es la capacidad del test para detectar la enfermedad, y la
especificidad es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo sano, por lo
tanto es la capacidad de la prueba para detectar los individuos sanos. El valor predictivo
positivo es la probabilidad de padecer la enfermedad si se obtiene un resultado positivo en
el test mientras que el valor predictivo negativo establece la probabilidad de que un sujeto
con un resultado negativo en la prueba esté realmente sano. Asi en este estudio se registro
una sensibilidad de 83,3%, una especificidad de 81,8%, un valor predictivo positivo (VPP)
de 90,9% y un valor predictivo negativo (VPN) de 69,2%. Esto significa que existe una
alta probabilidad de determinar eficazmente la presencia o ausencia de ADN de VPH en
muestras de orina, ya que se obtuvieron valores por encima del 80%. Estos valores son
similares a los reportados por Tanzi y col. (2013) quienes obtuvieron una sensibilidad del
98,6%, una especificidad del 97,4% en la deteccion de ADN del VPH en orina en un
trabajo donde también usaron hisopados de cuello uterino, estos resultados son un poco

mas altos a los obtenidos en este estudio, lo cual pudiera atribuirse a las diferencias entre
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las metodologias empleadas para cada trabajo ya que Tanzi y col. (2013) emplearon para la
tipificacion una PCR combinada con analisis de polimorfismo en la longitud de fragmentos
de restriccion (PCR-RFLP), también varia el tamafio y las condiciones de la poblacion en
estudio ya que los autores mencionados evaluaron 107 pacientes infectadas con VIH, por
lo que son mas susceptibles a adquirir una infeccion por VPH y que esta progrese a una
lesion intraepitelial de bajo o alto grado, con riesgo de generar hasta un cancer

cérvicouterino.

Ademas se realizé el analisis estadistico de independencia y concordancia para
comparar los resultados de hisopado cervical y muestras de orina como se menciono en los
resultados; mediante la prueba no parameétrica Chi-Cuadrado con la que se evalud
independencia, encontrandose que dichos resultados no son independientes, sino similares
(p<0,05, p=0,01). Para el analisis de concordancia se emple6 la prueba estadistica kappa.
Se obtuvo una concordancia buena, respecto a los tipos virales identificados, con un
k=0,609 (incluido dentro del rango de 0,6-0,8), respecto a la escala establecida por
Molinero, 2001.

La diferencia en el porcentaje de la deteccion de VPH empleando muestras de orina
es ligeramente menor al obtenido con los hisopados cervicales. Sin embargo, segun los
estadisticos de prueba Chi cuadrado e indice Kappa, se obtuvo una buena concordancia.
Esta diferencia pudiera eliminarse aplicando variaciones metodoldgicas como por ejemplo;
utilizando un volumen mayor en la colecta de orina. A este respecto, el trabajo de Vorsters
y col. (2012) consiste en una recopilacion de 41 estudios, se describen voliumenes de
colecta de orina que van desde 400-600 mL para la obtenciéon aproximada de 200ul de
células descamadas del canal uretral compactas en un pellet. Segun los autores, si se
aumenta el volumen de orina para el estudio, pudieran aumentarse los porcentajes de
deteccidn viral con este tipo de muestras y, por ende, se lograria una mayor estimacion de

dependencia y concordancia en los resultados.

En un estudio similar al presente realizado en Zimbabwe por Stanczuk y col. (2003)
se emplearon muestras de orina e hisopados cervicales de 43 mujeres con cancer
cervicouterino invasor para efectuar un analisis de muestras apareadas, empleando la PCR

anidada con cebadores degenerados para detectar e identificar los diferentes tipos de VPH.
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Los autores detectaron VPH en 72% de las muestras de orina y 98% de las muestras
obtenidas por hisopados cervicales, identificando VPH 16 en un 59% de las ultimas,
seguido de los tipos 33 (31%), 18 (14%) y 31 (2%). Registraron una concordancia entre los
resultados del frotis cervical y las muestras de orina de 79%, indicando que en la mayoria
de los casos un mismo tipo de VPH estuvo presente en el epitelio del cérvix y de la vejiga.
Asi estas observaciones coinciden con las obtenidas en el presente estudio en cuanto a la
concordancia y la dependencia de los resultados obtenidos con ambos tipos de muestra. Sin
embargo, es importante resaltar que en el caso de las muestras de hisopado cervical solo
fue posible la identificacion de VPH tipo 16 en contraste a lo descrito por Stanczuk y col.
(2003).

En relacion a los resultados de distintos estudios sobre deteccion de VPH con
muestras de orina, hay gran variabilidad, incluyendo valores completamente negativos.
Asi, al comparar el porcentaje de deteccion de VPH con muestras de orina obtenido en este
estudio 62,9%, con los de otros trabajos, como el de Tanzi y col. (2013) se considera como
un valor menor, ya que los investigadores obtuvieron un porcentaje de deteccion de 64,5%,
un poco mas alto al obtenido en el presente trabajo. Esto pudiera explicarse por diferencias
en las metodologias empleadas y en la severidad del diagnostico clinico; debido a que tanto
el protocolo de extraccion como el método de deteccion y tipificacion es distinto al
planteado en este estudio, ya que Tanzi y col. Se basaron en un ensayo de PCR combinado
con RFLP para la identificacion de genotipos virales. Se ha sefialado ademas que este
protocolo es més sensible aunado al hecho de que el tamafio de la muestra fue mayor, y en
las caracteristicas de la poblacion resaltaba el estado inmunoldgico comprometido de 107

pacientes femeninas (infectadas con VIH).

Otros trabajos reportaron porcentajes de deteccion viral menores al obtenido en el
presente estudio, como el de Alameda y col. (2007) que evaluaron 50 muestras de orina de
mujeres de Barcelona, Espafia, con un rango de edad de +36 afios, obteniendo un 22%
(11/50) de positividad para ADN de VPH mediante PCR con primers MY09/MY11, o el
de Sellors y col. (2000) que evaluaron 200 muestras de orina de mujeres en Hamilton,
Canada, con un promedio de edad de +31,5 afios, referidas por anormalidades en la
citologia cervical, encontrando positividad del 35% (69/200) para el ADN del virus; esto
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pudiera atribuirse a las diferencias en las metodologias aplicadas en cada caso, asi como a
la ubicacion geografica y al riesgo asociado de las poblaciones estudiadas en cada trabajo,
al igual que caracteristicas como la edad promedio de las pacientes incluidas en el estudio.

A parte de la muestra estudiada compuesta por pacientes femeninas con historia de
VPH, también se evaludé una muestra constituida por mujeres sin hallazgo clinicos y/o
citoldgicos sugestivos de infeccion por VPH vy sin antecedentes de la misma, encontrando
33,3% de positividad para el ADN del virus tanto en muestras de orina como en hisopados
cervicales, detectando la existencia de posibles infecciones latentes en pacientes que se

muestran sanas al examen clinico.

El analisis de pacientes aparentemente sanas al examen clinico resulta importante
por distintas razones, dentro de éstas se encuentra que la infeccion por VPH es tejido
especifica y en general produce diferentes tipos de lesiones iniciando con una infeccién
latente, que se caracteriza por la presencia de VPH en las células o tejidos que son
aparentemente normales y sin ninguna manifestacién de enfermedad. Sin embargo, el virus
estd ahi y en ocasiones puede ser detectado por técnicas moleculares especificas como la
PCR (Lizano y col., 2009). Debido a esto, el establecimiento de la deteccion de ADN de
VPH en apoyo al analisis clinico como método de despistaje es de vital importancia para el
cuidado y seguimiento de las pacientes con sospecha de infeccion por VPH, sin lesiones
aparentes o con lesiones pasadas, lo cual contribuiria con la prevencion del desarrollo
subsiguiente de lesiones o neoplasias intraepiteliales y cancer de cuello uterino, asi como
con un mayor control epidemioldgico. Debido a esto, las muestras de orina también son

Gtiles en la deteccion de infecciones subclinicas o latentes.

En relacion a lo anterior, en otros trabajos como la recopilacion de Vorsters y col.
(2012) varios de los autores sefialan la importancia de incorporar la deteccién del ADN
viral en programas de pesquisa junto con la citologia convencional, por considerar que ello
contribuiria con la deteccion de infecciones latentes y esto, a su vez, incrementaria la
eficiencia de programas de control y prevencion, ademas de contribuir con la correcta

vigilancia de pacientes y el éxito de los tratamientos.
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La orina como muestra para la deteccion de VPH ha sido objeto de un gran nimero
de estudios, debido a las ventajas como método no invasor, para uso frecuente y que puede
ser tomada por el mismo sujeto de estudio/paciente. Por otro lado, permitiria la obtencién
rapida y analisis de un gran nimero de muestras. Uno de los problemas en este tipo de
muestras es que las concentraciones de ADN obtenidas de la orina no son constantes
durante la miccion. Para la mayor parte de los individuos la primera miccién es la que

contiene la mayor concentracién de ADN (Johnson y col., 2007).

Respecto a lo antes mencionado algunos autores consideran que, aunque el uso de
frotis o hisopado cervical permite mayor sensibilidad que el uso de orina para la deteccién
de VPH, la sensibilidad con esta ultima podria incrementar utilizando un mayor volumen
o repitiendo el proceso de extraccion para captar una mayor cantidad de ADN del virus. En
general, aun en condiciones de baja sensibilidad, su uso permite por lo menos identificar al
grupo de mujeres que, por estar cronicamente infectadas por VPH, corren un mayor riesgo

de tener o de contraer un cancer cervicouterino (Stanczuk y col., 2003).

Asi, aunque el Papanicolaou es la prueba de referencia por excelencia a nivel
mundial para el despistaje de cambios citologicos, la deteccion del ADN viral mediante
métodos moleculares como la PCR a través de frotis o hisopado cervical al igual que con la
inclusion de muestras en actual estudio como las de orina, poseen mayor sensibilidad y

permiten el hallazgo de infecciones subclinicas o latentes.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo apuntan y resaltan el potencial y la
utilidad de las muestras de orina en procedimientos de despistaje y diagndstico clinico del
VPH. Sin embargo, es necesaria la realizacion de estudios con poblaciones mayores,
abarcando distintos rangos de edades asi como diferentes manifestaciones clinicas y
grados de lesiones asociadas a CCU para poder recomendar el uso generalizado de

muestras de orina con este propasito.

También es importante la comparacion con hallazgos citoldgicos y cofactores de la
infeccion por VPH, asi como de distintos métodos o procedimientos de deteccion y

tipificacion viral en base a este tipo de muestras.
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CONCLUSIONES

En la poblacion de mujeres estudiadas con un diagnostico clinico de infeccidn por
VPH, la prevalencia general de infeccion por este virus fue de 68,6% en muestras de

hisopado cervical y 62,9% en muestras de orina.

Entre las pacientes positivas para VPH en hisopados cervicales, 45,8% presento
VPH de bajo riesgo oncogénico (6 y/u 11), 4,1% de alto riesgo oncogeénico (16) y 50% no
se logro tipificar por la metodologia utilizada.

De las pacientes positivas para VPH en muestras de orina 36,36% presentdé VPH de
bajo riesgo oncogénico (6 y/u 11), 9,09% de alto riesgo oncogénico tipo 16 y 4,54% de
alto riesgo para los tipos 18 y 33, 9,09% infeccion mixta (VPH de bajo y alto riesgo

oncogenico 6 y/u 11 y 16) y 36,36% no se logro tipificar por la metodologia empleada.

Del grupo de pacientes que no presentd lesiones sugestivas de infeccion por VPH al
examen clinico la prevalencia general de infeccion por este virus en ambos tipos de
muestras fue del 33,3%, lo cual resalta la utilidad de técnicas moleculares en la deteccion
de infecciones subclinicas y la importancia de usar procedimientos que permitan la

identificacion directa del virus.

De este grupo, en aquellas muestras correspondientes a hisopados cervicales el

16,6% presentd VPH de bajo riesgo oncogénico, 11% de alto riego oncogenico y 5,5% no
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se logrdé tipificar por la metodologia utilizada. En las muestras de orina se encontr6 que el
5,6% presentd VPH de bajo riesgo oncogénico y 27,8% no se logro tipificar por la
metodologia empleada.

Con el estadistico Chi-cuadrado se obtuvo un grado de independencia bajo (p=0,01)

correspondiente a un p<0,05, lo que permite establecer similitud entre ambos tipos de

muestra y una concordancia Buena de los resultados (k=0,609), mediante la deteccién y

tipificacion viral a través de la técnica PCR convencional y maltiple.

De forma general los resultados observados son alentadores puesto que existe
similitud entre los obtenidos con cada tipo de muestra, apuntando asi a la posibilidad de
usar muestras de orina como método de apoyo o alternativo para la deteccion de la
infeccion viral en mujeres con deficiente atencion ginecologica o con limitaciones

culturales y religiosas, asi como en regiones geograficas de dificil acceso.
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Figura 9. Plan de recoleccion y evaluacion de muestras
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CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION PARA LA PARTICIPACION EN EL
PROTOCOLO DE INVESTIGACION:

DETECCION MOLECULAR DE VIRUS DE PAPILOMA HUMANO EN HISOPADOS Y
MUESTRAS DE ORINA EN MUJERES DE LA CONSULTA DE DERMATOLOGIA DEL
HOSPITAL UNIVERSITARIO DE CARACAS (HUC)

Primera Parte: De la descripcion de la propuesta de investigacion.

1.- El Virus de Papiloma Humano (VPH) representa hoy en dia la primera causa de infeccion
por transmision sexual de origen viral en nuestra poblacion. Se ha estudiado la infeccion por
este virus en mujeres, dado su papel etiolégico en el cancer cervical. El siguiente protocolo de
investigacion tiene como objetivo fundamental Identificar, mediante PCR, el genoma de VPH
en muestras de orina de mujeres y hombres con lesiones sugestivas de infeccion por VPH. Se
evaluaran 30 pacientes que acudan de manera espontanea e independiente a la consulta de
Dermatologia del Hospital Universitario de Caracas y de 15 controles que corresponden a
pacientes sanos. Los resultados generados, seran manejados con hermética confidencialidad y
en el caso de algun tipo de infeccién los médicos que participen en el estudio, realizaran una
junta médica para sugerir el tratamiento médico, farmacoldgico pertinente a los fines de
brindar un beneficio directo al paciente afectado.

Objetivos especificos de la investigacion

- Deteccién de VPH mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa convencional
en muestras citoldgicas y de orina en pacientes masculinos y femeninos que asisten
al servicio de dermatologia-HUC, con primers MY09 y MY11.

- Tipificacion de las muestras positivas en la deteccion viral mediante PCR multiple.

- Comparar los resultados obtenidos en la deteccion viral respecto a ambos tipos de
muestra y a los procedimientos de deteccion usados, evaluando eficiencia en cada
caso.

2.- A continuacion, se presenta la descripcion detallada del procedimiento de investigacion,
especialmente los aspectos significativos que pudiesen afectar su disposicion a participar, tales
como riesgos fisicos, incomodidad o experiencias desagradables.
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Historia Clinica

Se realizard una encuesta médica con formato de historia clinica para recolectar
datos personales, familiares, epidemioldgicos y clinicos. La informacion contenida en esta
historia clinica es absolutamente confidencial y el grupo de médicos y de investigadores
asume el total compromiso de confidencialidad y secreto medico.

Toma de Muestra

Las muestras de cuello uterino seran tomadas con aplicadores de dacrén por el
médico tratante en el momento de evaluacion del paciente, los procedimientos de toma de
muestras uterinas no implican riesgo alguno, se trata de una simple muestra citoldgica para
el estudio sobre infecciones.

Se les solicitara también muestras de orina, las cuales seran colectadas por el propio
paciente antes de la toma de muestras citologicas, de igual manera no implican riesgo
alguno.

3.- Plan de Trabajo

Fase 1: Recopilacion de los datos clinicos y recoleccion de las primeras citologias y
muestras de orina. Procesamiento de las mismas en cuanto a anlisis de deteccion y
tipificacion viral.

En resumen, todo paciente que, como usted, consienta su participacion en este estudio sera
evaluado desde el punto de vista molecular, a los fines de llevar un control estricto de la
deteccion de la infeccion por VPH en muestras citologicas y de orina.

4.- Por toda incomodidad que resulte en la aplicacion de la historia clinica y/o la toma de la
muestra, el paciente tendra absoluto derecho a reclamarla y exigir los correctivos a que
haya lugar. Podra presentar su queja ante los responsables del proyecto de investigacion,
Lic. Dayahindara Veitia y Dra. Maria Correnti (Lab. de genética Molecular del
Instituto de Oncologia y Hematologia-MPPS. TIf: 0212-6050647) y Dra. Mary
Carmen Ferreiro (Servicio de Dermatologia ITS-HUC).

5.- Este estudio no comprende pruebas con farmacos ni procedimientos quirdrgicos que no
sean requeridos por el personal médico responsable para tratamiento de la enfermedad.
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6.- Su participacion es voluntaria y puede, con todo su derecho, tomar la decision de
retirarse en cualquier momento de la investigacion sin que ello conlleve represalias o
pérdida de algun beneficio.

7.- Los beneficios esperados como resultado de la investigacion consiste en el diagnostico
oportuno y veraz de VPH en muestras citoldgicas de cuello uterino asi como la
implementacién del uso de muestras de orina para tal fin. En caso de requerir tratamientos
adicionales sera debidamente informado por la Dra. Mary Carmen Ferreiro ante los
médicos tratantes.

8.- Todos los datos, especialmente los publicados al término de la investigacion,
mantendran el compromiso de confidencialidad y sin causar identificacion o dafio personal.

9.- El proceso de informacion serd continuo, de acuerdo con las caracteristicas de la
investigacion, a fin de que el participante pueda evaluar los hechos de la investigacion.

10.- El participante estar4 amparado por: La constitucién de la Republica Bolivariana de
Venezuela, la ley del codigo civil, ley de ejercicio de la medicina y en caso de ser menor
de edad por la ley orgénica para la proteccion de nifios, nifias y adolescentes.

11.- El articulo 50 de la Lopna sobre salud sexual y reproductiva indica que los y las
adolescentes mayores de catorce (14) afios de edad tienen derecho a solicitar por si mismo
y recibir estos servicios.

12.- Los resultados seran guardados con estricta confidencialidad y serdn suministrados al
paciente. En calidad de paciente voluntario, se podra retirar del estudio en el momento que
lo crea conveniente sin ninguna consecuencia.

13.- El protocolo de investigacion se realizard en un nimero total de 45 pacientes y tendré
una duracion de dos (2) afos.

14.- Auditores y algunas autoridades debidamente identificadas tendran acceso a su
historia clinica para la verificacion de procedimientos y/o datos, sin violar su
confidencialidad.
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Segunda Parte: De la comprension del proyecto de investigacion por parte del
participante.

Declaro haber comprendido el propoésito y los términos de mi participacién en el
proyecto de investigacion “DETECCION MOLECULAR DE VIRUS DE PAPILOMA
HUMANO EN HISOPADOS Y MUESTRAS DE ORINA EN MUJERES DE LA
CONSULTA DE DERMATOLOGIA DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO DE CARACAS
(HUC)”. Enmarcado en el proyecto Mision Ciencias LPL-20070001088, el cual consiste en
estudios clinicos que servirdn para establecer la relacion entre ciertos agentes infecciosos y
el desarrollo de Céancer de cuello uterino mediante métodos moleculares.

Declaro entender también que mi participacion es voluntaria y que en cualquier
momento de la investigacion, puedo retirarme de la misma si asi lo deseo, sin que mi
decision conlleve a represalias 0 a la pérdida de cualquier beneficio como producto de la
investigacion.

Asi lo declaro y firmo alos __ dias del mes de del afio 20 .

Nombre y Apellido

Firma de la paciente

Huella Digital si no sabe escribir 6 tiene algiin Cédula de Identidad

Impedimento para firmar

Se hacen dos copias del mismo documento.
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Tercera Parte: del consentimiento definitivo para formar parte del proyecto de
investigacion por parte del participante.

Este CONSENTIMIENTO establece un comin acuerdo con la persona
participante (paciente), con el tiempo previo que sea necesario para que esta Ultima pueda
ampliar su consulta y comprenderla, de manera que pueda tomar conscientemente la
decision de participar en la investigacion.

CONSENTIMIENTO acordado a los ____ dias del mes de del afio 20___.

Lic. Dayahindara Veitia, Dra. Maria Correnti o Firma del Participante

Dra. Mary Carmen Ferreiro

Firma Testigo 1 Firma Testigo 2

Cédula de Identidad Cédula de Identidad
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HOSPITAL UNIVERSITARIO DE CARACAS
CATEDRA Y SERVICIO DE DERMATOLOGIA

Caracas, 23 de Septiembre de 2013.

Por medio de la presente me dirijo a usted en la oportunidad de hacer de
su conocimiento la aprobacién del proyecto de tesis titulado “DETECCION
MOLECULAR DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO EN HISOPADOS Y
MUESTRAS DE ORINA DE MUJERES DE LA CONSULTA DE
DERMATOLOGIA DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO DE CARACAS”, (HUC),
el cual sera realizado por la bachiller Yrneh Prado titular de la C.I: 18.937.534,
estudiante de Biologia de la Universidad Central de Venezuela, tomando la
decision de APROBARLO.

Servicio de Dermatologia
Hospital Universitario de Caracas
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INSTITUTO AUTONOMO
HOSPITAL UNIVERSITARIO
DE CARACAS

COMITE DE BIOETICA
INTEGRANTES:
DR. CLAUDIO UROSA- COORDINADOR
DR. OSCAR IVAN SILVA. - SECRETARIO
DR. JOSE M. GUEVARA IRIBARREN
DR. JULIO BORGES ITURRIZA
DR. FRANK PEREZ ACUNA
DRA. MARGARITA SALAZAR
DR. Pbro. ALFREDO RINCON M.
DRA. OMAIRA VERA R.
DR. JOSE JOAQUIN FIGUEROA
DR. GARCIA FLORES FREDDY MANUEL
DR. ANGEL MILLAN CUETO
Dr. AMANDO MARTIN
DR. EZEQUIEL MUNOZ OBANDO
LIC. BERTHA Y. ALVAREZ
DRA. CLARA PACHECO

CBE N°38/2013

Ciudadana:
Dra. Maria Correnti

Jefa del Laboratorio de Genética Molecular

Instituto de Oncologia y Hematologia
Presente.

Caracas, 06 de junio de 2013

En nombre del Comité de Bioética del Hospital Universitario de Caracas,
me dirijo a usted, en la ocasién de informarle que en Reuniéon Ordinaria N° 10 de

fecha 06-06-2013, hemos considerado y evaluado el

Proyecto de tesis de

Pre-grado Titulado “DETECCION MOLECULAR DEL VIRUS DEL PAPILOMA
HUMANO EN HISOPADOS Y MUESTRAS DE ORINA DE MUJERES DE LA
CONSULTA DE DERMATOLOGIA DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO DE
CARACAS (HUC)”, que sera realizado por la bachiller Yrneh Prado, estudiante
de Biologia de la Universidad Central de Venezuela, tomando la decision de

APROBARLO.

Sin otro particular a que hacer referencia, me suscribo de usted.

2} DR.C

CLUP/yn.-

Atentamente,

s

IO L. UROSA P.

| Coordinador
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