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RESUMEN

El Virus de Papiloma Humano (VPH) pertenece a la familia Papillomaviridae. El
genoma viral esta compuesto por una molécula circular de acido
desoxirribonucleico (ADN) de doble cadena, que contiene aproximadamente 7.900
pb. Hasta el momento se han logrado identificar mas de doscientos tipos virales,
clasificados de la siguiente forma: bajo riesgo oncogénico, como los tipos 6, 11,
32, 42 y 43 y alto riesgo oncogénico, que incluye los tipos 16, 18, 31, 33, 34, 35,
39, 45, 56, 59, 66, 68 y 70. Los productos proteicos de los genes E6 y E7 de los
tipos de VPH de alto riesgo, son capaces de inactivar las proteinas p53 y pRb,
desencadenando un proceso que conlleva a la progresion de las lesiones a cancer
cérvicouterino. La infeccion por VPH es considerada actualmente como la
enfermedad de transmision sexual mas frecuente en el mundo y como el principal
factor etiolégico de lesiones intraepiteliales y de céancer cervicouterino. En
Venezuela, cada afio 4.116 mujeres son diagnosticadas con cancer cervical y
1853 mueren a causa del cancer cérvicouterino, segun la Organizacion Mundial
para la Salud. Por este motivo y debido al reciente desarrollo de las vacunas
preventivas contra el VPH es de gran importancia el estudio y la comparacion de
técnicas de biologia molecular que permitan el diagnostico y tipificacion de los
diferentes tipos virales en la poblacion. En tal sentido, en el presente trabajo se
evaluaron muestras citolégicas, tomadas en el area genital, de 80 mujeres jévenes
con diagnéstico clinico sugestivo de infeccion por VPH y 20 con diagnéstico
clinico normal, como pacientes control; con edades promedio de 24,78 + 527 y
21,30 = 3,96, respectivamente, que acudieron a la consulta de ginecologia de la
Organizacion de Bienestar Estudiantil de la Universidad Central de Venezuela
(OBE-UCV). La deteccion vy tipificacion del VPH se llevdé a cabo mediante RCP
multiple con el estuche comercial Seeplex® HPV4A ACE Sreening de Seegene
Inc., y el método de Captura de Hibridos 2 (Digene). Las muestras positivas para
VPH fueron: 52,5% con la RCP Seeplex® y 58,75% con la CH2. Los controles
positivos para VPH correspondieron a: un 55% con RCP Seeplex® y 60% con
CH2. El tipo de VPH, mas comun, encontrado en las muestras y controles fue el
de alto riesgo oncogénico. Se encontr6 un 68,75% de correlacion entre los
resultados positivos y negativos de RCP Seeplex® y CH2 en las muestras y un
75% en los controles, con asociacion entre estos resultados (p<0,05) y grado de
acuerdo moderado k. En cuanto a la tipificacion, se obtuvo un 51,25% de
coincidencia en las muestras y un 70% en los controles, con asociacion entre los
resultados (p<0,05) y grado de acuerdo moderado k. El método CH2 presentd
mayor sensibilidad que la RCP Seeplex® (80% y 79,2%, respectivamente) y la
especificidad de la RCP Seeplex® fue menor que la de CH2 (19,2% y 20%
respectivamente). No se encontr0 asociacion entre las variables: RCP/DC,
CH2/DC, Factores de riesgo/VPH+ y Carga viral/DC. En conclusion, se encontrd
relacion entre los métodos estudiados y las pacientes presentaron un alto
porcentaje de infeccién por VPH de alto riesgo, diferente a los tipos mas comunes
(16 y 18) incluidos en las vacunas. Se sugiere que las pacientes control positivas,
se encuentran en una fase latente de la infeccién viral, por presentar diagndéstico
clinico normal y estar infectadas (en su mayoria), por VPH de alto riesgo
oncogeénico.
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l.- INTRODUCCION

1.1.- CARACTERISTICAS GENERALES DEL VIRUS DE PAPILOMA HUMANO

(VPH) Y SU ORGANIZACION GENETICA

El Virus de Papiloma Humano (VPH) es una particula de forma icosaédrica,
de 55nm compuesta por 72 capsomeros (Dimmock y col., 2007). Cada capsémero
es un pentamero conformado por la proteina principal L1; también contiene la
proteina L2, aunque en menor cantidad. El genoma viral de VPH consiste en una
molécula circular de acido desoxirribonucleico (ADN) de doble cadena, que
contiene aproximadamente 7.900 pb, asociados a histonas, que esta
funcionalmente dividido en tres regiones: la primera es una region reguladora no
codificante de 400 a 1.000 pb, que se ha denominado regién larga de control
(LCR), o region reguladora superior. Esta region es la mas variable de todo el
genoma. La segunda regidn representa el 45% del genoma y consiste en marcos
abiertos de lectura (ORFs, por sus siglas en inglés) para las proteinas no
estructurales de expresion temprana E1, E2, E4, E5, E6 y E7, cuya funcién es
controlar la replicacién del ADN e inducir la transformacién maligna de la célula

hospedera (Cortés y Leal, 2001; Burd, 2003).

El gen E1 (figura 1) controla la replicacion episomal del ADN; si esta zona
del genoma se encuentra completa y funcional se produce una replicacion normal,

evitando la integracion del ADN viral al genoma de la célula (Cortés y Leal, 2001).
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E1

Figura 1: Representacion esquemaética del genoma de VPH. Molécula de ADN,
circular, doble cadena, de 7.900 pb aproximadamente. Las lineas de colores
representan los 8 genes principales que codifican las proteinas virales. Los genes
tempranos (E) y los genes tardios (L). (Tomado y modificado de Burns y Maitland,
2005).

Se ha planteado que la proteina E2 juega un papel muy importante en el
ciclo de vida del virus ya que posee la capacidad de reprimir o activar los
promotores virales. El gen E2 codifica un factor represor de transcripcion (E2-TR),
el cual bloquea la transcripcién de los genes E6 y E7. AUn no se conoce la
funcién de la proteina E3. El gen E4 produce proteinas que intervienen en la
maduracién de las particulas virales; este gen se pierde cuando el ADN viral se
integra al genoma de la célula. El gen E5 produce una proteina pequeia de 44
aminodacidos, que se une a la membrana citoplasmatica. La pérdida o mutacion de
esta region, evita la replicacion episomal del ADN y favorece su integracién al

cromosoma. Las regiones E6 y E7 (Ver figura 1) producen dos oncoproteinas

transformantes, que suprimen la apoptosis y reactivan la sintesis de proteinas en
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el hospedador, facilitando asi la replicacion viral (Cortés y Leal, 2001). Por altimo,
la tercera region es la que codifica para las proteinas estructurales L1 y L2 de la

capside del virus (Burd, 2003).

1.2.- CLASIFICACION DEL VPH

Taxonomicamente, el VPH pertenece a la familia Papillomaviridae,
compuesta por 16 géneros. Los tipos virales del género alpha papillomavirus se
caracterizan por ser causantes de lesiones mucosas y cutaneas en humanos y

primates (Lopez y Aristizabal, 2006).

Hasta el momento, del género alpha papillomavirus, se han logrado
identificar mas de doscientos tipos virales clasificados segun la homologia de sus
genomas Yy de acuerdo al potencial para inducir la transformacion maligna. La
clasificacion de los diferentes tipos virales, en base a la homologia de sus
genomas, se realiza por comparacién de la secuencia nucleotidica del gen L1,
una de las regiones mas conservadas dentro del genoma viral. Un nuevo tipo viral
se define cuando se identifica un nivel de variacion mayor al 10% en la secuencia
de L1 respecto a la secuencia de los tipos previamente clasificados, un subtipo se
define con cambios entre el 10 y 2% y una variante con menos del 2% de
cambios. De la misma manera, miembros de diferentes géneros comparten menos
del 60% de homologia en el marco abierto de lectura L1; las especies de un
mismo género comparten entre el 60-70%, y los tipos de una misma especie, entre

el 71-89% (Lopez y Aristizabal, 2006; Quintero y col., 2008).
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De acuerdo al potencial para inducir malignidad, los tipos de VPH se han
dividido en bajo riesgo y alto riesgo oncogénico. Los tipos de VPH de bajo riesgo,
que incluye los tipos 6, 11, 42, 43, y 44, se caracterizan por causar verrugas
genitales o condilomas acuminados y por no producir cancer; y los de alto riesgo,
que incluye los tipos 16, 18, 31, 33, 45, 51, 52, 56 y 58, generalmente pueden
causar cambios celulares y finalmente cancer anal, de cuello uterino y de cabeza 'y

cuello (Quintero y col., 2008).

Entre los virus de alto riesgo oncogénico, el tipo 16 es el mas comun en

todo el mundo, seguido por los tipos: 18, 45, 31 y 33. En Asia, los tipos 58 y 52

son los mas comunes después de los tipos 16 y 18 (Zandi y col., 2010).

1.3.- EPIDEMIOLOGIA

La infeccion por VPH es considerada como la enfermedad de transmision
sexual mas frecuente en el mundo y como el principal factor etiol6gico de lesiones

intraepiteliales y de cancer cérvicouterino (Rivera y col., 2002).

A escala mundial, el VPH es el responsable de un 5,2% de todos los
tumores humanos, correspondiendo un 2,2% a los paises desarrollados, y un
7,7% a los paises en vias de desarrollo. Entre 70-80% de las mujeres y los
hombres sexualmente activos, han estado expuestos al virus en algun momento

de su vida (Diestro y col., 2007).

18



Se ha estimado que el cancer de cuello uterino representa el 12% de todos

los casos de cancer, siendo el segundo mas comun en mujeres en todo el mundo

(Ver figura 2); cada afio un poco mas de 500.000 mujeres desarrollan cancer

cervical y cerca de 275.000 mueren por esta causa.

estima que alrededor del

En América del Sur, se

13,2% de las mujeres con citologia normal se

encuentran infectadas por algun tipo de VPH y el 67,7% de los casos de cancer

invasor se atribuyen a los VPH tipo 16 o 18 (WHO/ICO HPV Information Centre,

2010).

Ifama

] 152
148
13.5

Craetpo 1tber v
Chrario
Hizado
Troides
Lencemia
Livfoma Ho Hodghin
Eziofago
DiaruTeas
Sist.mermioso, cerebro
R
Caridad oral, labio
Tifelaroma de piel
Wejign
Wesionla Biliar
Thfikeloma miaHp Le 1.2
Linfoma de Hodshoin
Hasofirinee
Faringe, otros
Laringze
Sarcoma de Kaposi

Porcentaje (%) de ryeres a nivel mundial

. [ 390
Cuello uterine |

Figura 2: Porcentaje estimado de incidencia del

cancer de cuello uterino

comparado con otros tipos de cancer en el mundo (Tomado y modificado de:

WHO/ICO HPV Information Centre, 2010).
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En muchos paises en desarrollo, especialmente los pertenecientes a Africa

y América Latina, el cancer de cuello uterino ocupa el primer lugar en incidencia

(L6pez y Aristizabal, 2006).

Tabla 1: Datos epidemiolégicos comparativos entre Venezuela, América del sur y el
mundo (WHO/ICO HPV Information Centre, 2010).

Indicador

Venezuela

América del sur

Mundo

Tasa cruda de
incidencia *

Tasa de
incidencia
(mujeres entre 15
y 44 afios) *

NUamero de
nuevos casos de
cancer anual

Tasa cruda de
mortalidad *

Tasa de
mortalidad
(mujeres entre 15
y 44 afios) *

NUamero de
muertes anuales

29,4

31,4

4116

13,2

14,4

1.853

24,6

24,1

47.881

11,2

10.8

21.836

15,2

15,3

529.828

8,2

7.8

275.128

Tasa por 100.000 muijeres al afio.

Venezuela tiene una poblacién de 9,20 millones de mujeres (en edades a

partir de los 15 afos), que estan en riesgo de desarrollar cancer cervical. Las

estimaciones actuales indican que cada afio 4.116 mujeres son diagnosticadas
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con cancer cervical y 1853 mueren a causa de la enfermedad. El cancer de cuello
uterino ocupa el segundo lugar en cuanto al tipo de cancer mas frecuente entre
las mujeres de Venezuela, y el primer lugar de los canceres mas frecuentes en las
mujeres con edades comprendidas entre 15 y 44 afios de edad. La tasa de
mortalidad promedio en Venezuela es de 13 por cada 100.000 mujeres, al afo,
mientras que a nivel mundial es de 8 por cada 100.000 mujeres (Tabla 1). Asi
mismo se hace una proyeccion de 6.425 casos de cancer cervical y 3070 muertes

para el afio 2025 en Venezuela (WHO/ICO HPV Information Centre, 2010).

1.4.- MECANISMO DE INFECCION DEL VPH Y CARCINOGENESIS

El VPH infecta las mucosas y las superficies cutaneas y provoca la
aparicion de verrugas o tumores epiteliales. Para que los viriones puedan penetrar
e iniciar un proceso infeccioso se requiere una continuidad de tejidos, de manera
que el virus pueda ponerse en contacto con las células permisivas, que son las

células basales de los epitelios (Cortés y Leal, 2001).

De manera general, las fases involucradas en el mecanismo de infeccion

del VPH y en la carcinogénesis son las siguientes:

1.4.1.- Unidbn v entrada del virus:

El sitio inicial de infeccidn se cree que es en las células basales o células

primitivas del epitelio escamoso inmaduro, debido a la presencia de receptores
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especificos para el VPH en esta zona (Kurman, 2002). Durante la actividad sexual,
el microtrauma del epitelio genital, en particular en la zona de transformacion del
epitelio cervical, permite la exposicion de las células basales, en activa
proliferacion, a los diferentes tipos de VPH, permitiendo la union entre el receptor
de la célula basal con la proteina de la cépside viral L1, a nivel de su extremo
carboxi-terminal (Giroglou y col., 2001). Dicho receptor ha sido asociado
estructuralmente con Heparan Sulfato para los tipos virales 16 y 33 y con Alfa-6-

Integrina para VPH 6 (Letian y Zhang, 2010).

Una vez unido el virus a la superficie celular, se produce su internalizacion
al citoplasma de la célula huésped, proceso que ha sido identificado como
endocitosis. Varios sistemas han sido reconocidos; uno de ellos involucra un
complejo proteico llamado Clatrina, utilizado por los tipos 16, 18 y 58; y otro, utiliza
un grupo de proteinas, principalmente Caveolina, denominado endocitosis por

caveolas, en el que participa el VPH 31 (Figura 3) (Rivera y col., 2006).
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Figura 3: Vias de entrada del VPH por endocitosis. Los tipos de VPH 16 y 58 son
capaces de ingresar al citoplasma por medio de una familia de proteinas llamadas
clatrina, las cuales hacen posible la formacion de endosomas tempranos, que
posteriormente se convierten en endosomas tardios en los que se comenzara la
degradacion aun pH entre 5y 6 por la accion de enzimas lisosémicas. Al descender
el pH, el genoma viral es liberado. EI VPH tipo 31 ingresa a través de la via
dependiente de la proteina caveolina, la cual forma un caveosoma que se dirige a el
Aparato de Golgi y luego al Reticulo Endoplasmatico (Tomado y modificado de
Letian y Zhang, 2010).

23



1.4.2.- Deqradacion de la capside viral y transporte de material genético al

nucleo celular:

Posterior a la endocitosis, existe evidencia en modelos de infeccién por
particulas virales tipo 11 y 16, que la capside viral de 55 nm de diametro
experimenta degradacién en el citoplasma celular, a través de un proceso de
reduccion quimica que dafa los puentes disulfido que estabilizan la capside,
originando capsdmeros y mondmeros, los cuales son transportados al nucleo junto
a pequefios fragmentos del ADN viral, pudiendo atravesar los poros nucleares de
un didmetro aproximado a 39 nm, con ello el genoma viral y las proteinas de la
capside participarian en los procesos de transcripcién génica, replicacion del ADN

y maduracion de viriones (Rivera y col., 2006).

1.4.3. Replicacion, ensamblaje vy liberacién de las particulas virales:

Una vez que el VPH ingresa en las células basales, este puede mantenerse
en dos estados biolégicos diferentes. Uno de estos estados es la infeccion no
productiva o infeccion latente, en la cual el ADN del VPH reside en las células
basales, pero no se producen viriones infecciosos. En esta etapa, un pequefio
namero de copias del genoma de VPH (30-50 copias por célula infectada) se
encuentra en el nucleo bajo una forma extracromosomica circular, denominada
episoma. Debido a que, aparentemente, en esta fase no se producen particulas
virales completas, los efectos citopaticos caracteristicos de una infeccion por VPH

no se presentan y el virus solo puede ser detectado por métodos moleculares
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(Kurman, 2002). Se postula que durante esta etapa, se podria asegurar que el
ADN viral se distribuya difusamente por las células basales proliferantes y que al
mantener un numero reducido de copias, se impediria la activacion de la

respuesta inmune (Ling y col., 2002).

La otra forma de infeccion por VPH es la denominada infeccion viral
productiva, en la cual ocurre la replicacion del ADN viral independientemente de la
sintesis de ADN de la célula hospedadora. EI ADN viral se localiza en las zonas

intermedias y en la superficie del epitelio escamoso estratificado (Kurman, 2002).

En este proceso de infeccion por VPH, a medida que las células basales se
diferencian y se desplazan hacia la superficie del epitelio (Figura 4), tienen lugar la
replicacion y la transcripcion del ADN y se ensamblan las particulas virales en el
nacleo. Los viriones completos son liberados por medio de los queratinocitos
muertos. En una verruga o condiloma, la replicacion viral se asocia a una
proliferacion excesiva de todas las capas epidérmicas, excepto de la capa basal

(Mandell y col., 2006).
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Figura 4: Representacion grafica y esquemética de un epitelio infectado por VPH
mostrando varias capas diferenciadas. Un microtrauma permite la entrada del virus.
La amplificacion del genoma, la expresién de genes tardios y la produccién de los
viriones ocurre en las capas suprabasales (Tomado y modificado de: Diestro y col.,
2007).

1.4.4.- Integracion del ADN viral y transformacién oncogénica:

El cancer de cuello uterino, al igual que muchos otros tipos de cancer, se
desarrolla como resultado de mdltiples alteraciones genéticas, epigenéticas e
inmunoldgicas; adicionalmente otros factores como la interaccion entre el medio
ambiente y célula pueden facilitar la promocién de los procesos de transformacion
neoplasica. Una de dichas interacciones la constituye la infeccion por VPH de alto
riesgo oncogenico. Este virus se ha detectado en el 90-100% de los casos de

cancer cervical y se cree que es una causa necesaria pero insuficiente para el
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desarrollo de carcinomas invasivos de cuello uterino. Uno de los procesos que
parece estar mas involucrado en el origen de las células malignas es el evento de
integracion del virus al genoma del huésped, proceso considerado como una
alteracion genética importante que caracteriza las lesiones malignas y que esta

relacionado con la pérdida o inactivacion de genes (Lopez y Aristizabal, 2006).

Diferentes trabajos han demostrado que la integracion viral es un evento
importante en la progresion de lesiones intraepiteliales a carcinomas invasivos de
cuello uterino; sin embargo, después de mas de dos décadas de investigacion
acerca del papel del VPH, todavia no son claros los mecanismos moleculares
involucrados en el proceso de integracion. Wentzensen y col., (2004) propusieron
un modelo que intenta explicar el papel de la integracién en el desarrollo de
carcinomas invasivos (Figura 5). En etapas tempranas, la expresion de
oncoproteinas virales, en células epiteliales, generalmente conduce al desarrollo
de diferentes tipos de anormalidades cromosomales, no obstante, la posterior
activacion de los mecanismos de reparacion celular facilita la insercion de
secuencias foraneas como las de VPH. Asi, se ha observado que la homologia
entre secuencias del virus y la regién del genoma celular que se recombinan, es
practicamente nula, lo que permite considerar el proceso de insercion viral como
un mecanismo que se facilita por eventos de recombinacion no homaéloga, proceso
empleado frecuentemente por las células para la reparacion de dafios genéticos

(L6pez y Aristizabal, 2006).
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La progresion de lesiones asociadas a VPH refleja el clasico escenario de
seleccion en el cual ciertos eventos conducen a la expansion clonal de células
alteradas biologicamente. Pese a que la integracion de fragmentos virales ocurre
paralelamente en multiples clones celulares, el proceso de seleccion en etapas
avanzadas promueve el crecimiento de clones celulares que por diferentes
mecanismos, como el evento de integracion, presentan aumento en la expresion

de las oncoproteinas virales (Lépez y Aristizabal, 2006).

Epitelio normal

Il «

Epitelio infectado Infeccién persistente y replicacion viral
l l l | Expresion desregulada de E6/E7

Aneuploidia y reparacién cromosomal

Infeccion con VPH de alto riesgo

Lesidén intraepitelial
de bajo grado

l l +— Integracion del genoma viral

Lesion intraepitelial
de alto grado Seleccion de clones con expresion

l 4+— optimizada de E6 y E7

Carcinoma in situ
Carcinomas microinvasivos
Carcinomas invasivos

Figura 5: Integracién viral y progresion de displasias de cuello uterino. La infeccion
persistente del VPH de alto riesgo en el epitelio normal, produce una expresion
desregulada de E6/E7 lo que produce el desarrollo de lesiones intraepiteliales. Al
integrarse el genoma viral, estas lesiones progresan y pueden transformase en una
lesion de alto grado o en carcinoma in situ, carcinomas microinvasivos o
carcinomas invasivos (Tomado de: LOpez y Aristizdbal, 2006; modificado de:
Wentzensen y col., 2004).
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En el proceso de integracion, la linealizacion del genoma circular es una
etapa necesaria que involucra el clivaje o ruptura de la doble cadena viral,
principalmente en la region E1/E2. Adicional a la ruptura, en la mayoria de los
casos, se presentan deleciones de fragmentos virales. En el caso del VPH 16 se
han identificado diferentes patrones de ruptura de acuerdo a la secuencia viral
afectada, actualmente se considera que el fragmento viral correspondiente a los
genes E1 y E2 es la region con mayor tasa de ruptura. Sin embargo, dentro de
esta regibn a su vez existen varias secuencias especificas que han sido
reconocidas como blancos de ruptura viral. Es posible que asi como la dinamica
de integracion varie con la poblacion de estudio, ocurra lo mismo con los sitios

especificos de corte viral (Lopez y Aristizabal, 2006).

Teniendo en cuenta que frecuentemente ocurren rupturas a nivel de la
region E1 y E2, parte de los efectos de la integracion viral van a depender de la
alteracion de las funciones bioldgicas de estos genes. La proteina E2 de VPH 16
controla negativamente la transcripcion de los genes virales E6 y E7 al unirse al
promotor viral P97. En presencia de la proteina E2, hay represion continua de la
transcripcion de las oncogenes E6 y E7, contrariamente, la ausencia del represor
E2 permite el libre acceso de factores de trascripcion celulares que se agrupan en
el promotor viral y regulan positivamente la transcripcion de E6 y E7 (Figura 6)
(Lewis y col., 1999). La funcioén de los productos de los genes E6 y E7, durante
una infeccion productiva de VPH, es alterar las vias reguladoras del crecimiento
celular y modificar el medio celular para facilitar la replicacion viral en una célula

terminalmente diferenciada (Burd, 2003).
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Es importante destacar que la proteina E2 también ha sido relacionada con
procesos de muerte celular por apoptosis en ausencia de factores de crecimiento.
Cabe destacar que se ha demostrado que las proteinas E2 de tipos virales de alto
riesgo localizadas en nucleo y citoplasma pueden inducir apoptosis, mientras que
las derivadas de genotipos de bajo riesgo ubicadas exclusivamente en el nucleo

no causan muerte celular (Blachony col., 2005).
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Figura 6: Representaciéon del ADN viral no integrado e integrado. A) ADN viral
integrado. La union de E2 y la proteina Ying-Yang 1 (YY 1), a sus respectivos sitios
de unidn, reprimen la expresion de E6 y E7. E2 reprime al promotor P97 (VPH 16) o
al P105 (VPH 18), ubicado proximo a la caja TATA, encargado de la transcripciéon de
las proteinas E6 y E7. B) Integracion del genoma viral. Al integrarse, se altera el
marco abierto de lectura de E2, perdiéndose asi el efecto inhibitorio sobre el
promotor P97 o P105, que mantenia blogueada la expresiéon de las proteinas E6 y
E7, las que son ahora sintetizadas sin restriccion via factores de transcripciéon (FT).
Tomado y modificado de: Riveray col., 2006.
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El crecimiento celular estad regulado principalmente por dos proteinas; la
proteina supresora de tumor p53 y el producto del gen de retinoblastoma, pRB.
Luego de la integracion y la sobreexpresion de las proteinas E6 y E7, la primera,
de 150 aminoacidos, forma un complejo con p53 y determina su rapida
degradacion por medio de la via ubiquitina ligasa (Burd, 2003). El gen p53 se
localiza en el cromosoma 17; la proteina p53 en condiciones basales, permite
detener el ciclo celular en fase G1, y puede activar mecanismos de apoptosis
frente a una carga viral elevada o ante mutaciones del ADN celular. Como
consecuencia, su funcién protectora del genoma celular es alterada por la proteina

E6 (Riveray col., 2006).

El producto del gen E7 (100 aminoacidos), se une a la forma
hipofosforilada de la familia de las proteinas de RB, a través de su extremo N-
terminal (aminoéacidos 20 a 30); esto interrumpe el enlace entre el complejo pRBy
el factor de transcripcion celular E2F-1, lo que produce la liberacion de este factor
gue permite la transcripcién de genes cuyos productos son necesarios para que la
célula entre en la fase S del ciclo celular. El resultado es la estimulacion de la
sintesis del ADN celular y la proliferacion celular descontrolada (Figura 7) (Burd,

2003).

La inactivacion de las proteinas p53 y pRb incrementa la tasa de
proliferacion celular y la inestabilidad gendémica. Como consecuencia, la célula
hospedadora acumula ADN dafiado que permite la transformacion de las células

cancerosas. Ademas de los efectos producidos por estas proteinas, existen otros
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mecanismos que contribuyen potencialmente a la progresion del cancer de cuello

uterino; entre ellos estan los factores hormonales e inmunogenéticos (Méndez,

2007).
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Vanos afios i
Persistencia .%
el ADM wiral Proliferacion cehlar descontrelada o pRE |
Integracidn del )
LD wiral Transformactén
' \
Sobre-expresin de Tnhibicidn de la apoptosts
E6 y_E?"
N P
4 1953 il Inestabibdad genémica 4’/
Cancer cervcal

Figura 7: Carcinogénesis mediada por VPH. En la fase del desarrollo de los tumores
malignos, el genoma del virus se integra en el ADN del hospedador, tras varios
afos de infeccion. Esta integracion produce una sobre-expresion de las proteinas
transformadoras E6 y E7, debido a estos altos niveles de expresion, forman
complejos con otras proteinas celulares. E7 se une a la proteina del retinoblastoma
(pRB), interrumpiendo el enlace entre el complejo pRB y el factor de transcripcion
celular E2F, lo que produce una proliferacion celular descontrolada, una
transformacién celular y una inestabilidad gendmica. Por otro lado, la proteina
codificada por E6 se une a p53 y determina su rapida degradacion por medio de la
via ubiquitina ligasa. Como consecuencia, las actividades normales de p53
(apoptosis, reparaciéon del ADN vy detencion del ciclo celular en G1) son
interrumpidas. La accion conjunta de E7 (inhibiendo pRb) y de E6 (degradando p53)
es una potente combinacion oncogénica que puede producir cancer cervical.
Tomado y modificado de: Sterlinko, 2009.
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La integracion del genoma viral al de la célula hospedadora no ocurre en
todos los casos de cancer cervical, pudiendo explicarse por mutaciones en zonas
represoras como la region Ying- Yang (YYI), que mantendria la expresion continua
de E6 y E7 o por la produccion de ARN “quiméricos”, mas estables, permitiendo

mayor sintesis de estas oncoproteinas (Riveray col., 2006).

A pesar de un alto porcentaje de mujeres jovenes y sexualmente activas
estan expuestas a las infecciones por VPH, solo un porcentaje muy pequefio llega
a desarrollar cancer de cuello uterino. Varios estudios han sugerido que la mayoria
de las mujeres eliminan con éxito la infeccion por VPH, probablemente por la
accion de un sistema inmune competente. Sin embargo, aproximadamente el 90%
de las lesiones se vuelven a manifestar espontaneamente luego de 12 a 36
semanas. La progresion a cancer generalmente se desarrolla con la persistencia
del virus de alto riesgo durante un periodo de 10 a 20 afios. Algunas lesiones se
vuelven cancerosas mucho mas rapido (aproximadamente 2 afios) (Méndez,

2007).

1.5.- TRANSMISION

La transmision mas efectiva del virus es por medio de las relaciones
sexuales, aunque existen otras formas de transmision comprobadas, pero con
bajas probabilidades de infeccion, tales como: contacto intimo con objetos usados

por personas infectadas (toallas himedas, sabanas, ropa intima) y transmision de
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madre infectada a su hijo(a) durante el parto (si hay lesiones en el canal vaginal o

vulva) (Correnti y col., 2002).

La infeccion por el virus requiere de la pérdida de continuidad de la piel o
mucosa, lo cual sucede invariablemente durante las relaciones sexuales. La
mayoria de las lesiones presentes en jovenes estan relacionadas con la actividad
sexual, incrementando la posibilidad de riesgo con la iniciacién temprana de ésta y

el nimero de parejas sexuales (Lopez, 2008).

1.6.- PREVENCION

Actualmente no existen métodos de prevencion eficaces, con la excepcion
de evitar el contacto con las lesiones infecciosas. El uso de preservativos es

bastante eficiente segun algunos estudios realizados (Diestro y col., 2007).

En la década de los 90, se iniciaron en humanos los ensayos clinicos
preliminares de la vacuna contra VPH y en los afios 2005 y 2006, la Food and
Drugs Administration (FDA), aprobd dos de estas vacunas: la que incluye VPH 16,
18, 6 y 11 (tetravalente) y la que incluye los tipos 16 y 18 (bivalente). Estas
vacunas profilacticas han sido disefiadas para prevenir infecciones por VPH de
alto riesgo oncogeénico (bivalente) y de alto y bajo riesgo oncogénico (tetravalente),
pero debido a los altos costos que implica la produccion de estas vacunas, ha sido
dificil aplicarlas en las poblaciones de paises subdesarrollados (Diestro y col.,

2007).
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1.7.- FACTORES DETERMINANTES Y COFACTORES

La asociacion observada entre VPH y cancer de cuello uterino, esta entre
las mas consistentes de las identificadas en cancerologia humana, existiendo un
consenso creciente en calificarla como causa necesaria, pero insuficiente, ya que
no todas las infecciones por VPH persisten o progresan a carcinoma de cuello
uterino. Los factores determinantes que describen Diestro y col. (2007) para la
adquisicion del VPH y para la progresiéon de la infeccién por VPH a cancer

cérvicouterino son:

1.7.1.- Factores dependientes del virus:

- Tipo viral.
- Persistencia de la infeccion en examenes repetidos.

- Carga viral (probable).

1.7.2.- Factores ambientales:

- Anticoncepcion hormonal oral: cuando se consumen durante cinco afnos o mas,

aunque el riesgo tiende a desaparecer en los 5 afos siguientes a la interrupcion

del consumo.
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- NUumero de embarazos (paridad): Cuando se tienen mas de 5 embarazos. Este

factor junto con el anterior, sugieren una asociacion positiva entre VPH vy

esteroides.

- Tabaquismo: Se han aislado sustancias carcinogénicas del tabaco presentes en

el moco cervical, aunque no se conoce bien la dinamica de la interaccion.

- Edad de la primera relacién sexual: es un conocido factor de riesgo. La

prevalencia de VPH mas alta comprende las edades inmediatas al inicio de las
relaciones sexuales, y responde a los patrones de comportamiento sexual de la
comunidad. En grupos de edad de 15 a 25 afios, si tienen comparieros sexuales
distintos, llegan a tener prevalencias del 30-40%. Después de este pico, le sigue
una disminucion muy marcada, estabilizandose en edades de 25 a 40 afios en un
3-10%, interpretandose esta cifra como una medida indirecta del numero de
mujeres portadoras crénicas de la infeccion viral, y por tanto, del grupo de alto
riesgo para progresion neoplasica. En algunas poblaciones se ha observado un
segundo pico de prevalencia en mujeres postmenopausicas, postulandose el
reflejo de la reactivacion de una infeccion latente que se asociaria a la reduccién

fisiologica de la inmunidad natural con la edad.

- Coinfecciones: Chlamydia trachomatis parece ser un cofactor que actia por

induccion de inflamacion crénica y metabolitos mutagénicos. El Herpes Simple tipo

2 también parece actuar como cofactor, con una evidencia algo mas dudosa.
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- Deficiencias nutricionales y bajos niveles de antioxidantes son otros factores

propuestos.

- Estado inmunoldgico: Ademas de la pérdida de inmunidad natural con la edad,

los polimorfismos del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) y del gen

supresor tumoral p53 son otros determinantes inmunolégicos de susceptibilidad.

Especial consideracion merece el papel del Virus de la Inmunodeficiencia
Humana (VIH), como muestran los estudios en los que se detectd que en mujeres
VIH positivas el riesgo de infeccion por VPH de alto y bajo riesgo seria de entre

1,8y 2,7 veces superior.

El VPH también se relaciona con el cancer de vulva. Este tipo de cancer
responde a dos modelos etiologicos. El primero ocurre en mujeres menores de 50
afos, esta ligado a infeccion por VPH y cursa con lesiones precursoras como
neoplasia vulvar intraepitelial de alto grado (NIV lI-111). ElI segundo tipo se produce
en mujeres mayores de 50 afios, es independiente de la infeccion viral y no cursa
con lesiones precursoras. La fraccibn de casos atribuible a VPH seria

aproximadamente un 50%.

Otras localizaciones expuestas al virus donde también se pueden producir

neoplasias, serian el pene, la vagina y la cavidad oral y orofaringe.
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También se ha considerado que una baja condicion socioecondmica es el
factor de riesgo de numerosos problemas de salud, incluido el cancer
cérvicouterino. Las mujeres con una baja condicidon socioeconémica a menudo
tienen bajos ingresos, limitaciones para acceder a los servicios de atencion de
salud, nutricion deficiente y escasa concientizacion acerca de los temas de salud
y de una conducta preventiva. Todos estos factores pueden hacerlas mas
proclives a enfermarse o a padecer enfermedades que pueden prevenirse, como

el cancer cérvicouterino (Dos Santos y Beral, 1997).

1.8.- METODOS DE DETECCION DE VPH

Actualmente se emplean técnicas y/o métodos tanto clinicos como de
biologia molecular para sugerir la presencia de infeccion viral o detectar la
presencia del genoma viral en material citoloégico y biopsias. Las técnicas
moleculares permiten detectar la presencia del genoma viral aun si la infeccion es

subclinica o el nimero de particulas virales es bajo.

1.8.1.- Diagnoéstico clinico:

El método convencional de pesquisa de cancer cérvicouterino ha sido la
citologia cérvico-vaginal y su interpretacion se basa en la clasificacion de
Papanicolaou (Pap). Sin embargo, el método tiene limitaciones importantes entre
las cuales se encuentran el impedimento de una automatizacion completa de la

técnica, variaciones constantes para mejorar su sensibilidad, la sobrevaloracion y
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la subvaloracién de los hallazgos citolégicos, sobre todo en las evaluaciones de
los cambios morfolégicos, aunado a que la citologia Unicamente permite sugerir la
presencia de una infeccion por VPH, pero hasta ahora no es posible hacer la
deteccidn directa del virus, indicar si hay una infeccion viral mixta y determinar los
genotipos correspondientes (Cavazza y Correnti, 2004). Lo anteriormente
expuesto condujo a la creacién de una nueva clasificacion citologica: el Sistema
Bethesda, que sustituye la clasificacion de Pap. Este sistema, modificado en el
afio 2001, clasifica las anormalidades de las células escamosas en 4 categorias:
células escamosas atipicas (Atypical Squamous Cells o ASC), Lesiones
Intraepiteliales Escamosas de Bajo grado (LIEBg), Lesiones Intraepiteliales
Escamosas de Alto grado (LIEAg) y carcinoma de células escamosas. La
categoria ASC contiene 2 subcategorias: las células escamosas atipicas de
significado incierto (ASC-US, por sus siglas en inglés) y las células escamosas
atipicas que no pueden excluir LIEAg (ASC-H, por sus siglas en inglés) (Burd,

2003).

Las LIEBg (o NIC I), se caracterizan por poseer un patrén de diferenciacion
del epitelio escamoso infectado similar al patrén de diferenciacion del epitelio
normal, observandose células inmaduras de tipo basal confinadas en el tercio
inferior del epitelio y una correcta maduracion en superficie. Las células
superficiales presentan signos de coilocitosis (tamafio aumentado de los nucleos,
hipercromasia e irregularidad en el contorno de la membrana nuclear). En las
LIEAg (o NIC Il 'y NIC IIl) y en las neoplasias invasoras, histologicamente todo el

epitelio esta formado por células inmaduras de tipo basal. En estas lesiones la
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ausencia de maduracion de las células epiteliales reduce la replicacion del virus

(Ordi, 2005).

1.8.2.- Deteccién v tipificacion de VPH por métodos moleculares:

El rol del VPH en la génesis del cancer cérvicouterino, como de otras areas
genito-anales, ha impulsado el desarrollo de técnicas para el diagnostico capaces
de detectar la presencia viral y de genotipificarlo mediante ensayos de biologia
molecular, ya que este virus no se replica en monocapas convencionales de
cultivo celular. En la actualidad, existen muchos protocolos descritos en
publicaciones que se utilizan de rutina en los laboratorios para la deteccion de
VPH, entre ellos la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RCP) y la

de Captura de Hibridos 2 (CH2) (Martinez, 2010).

Muchos laboratorios a nivel mundial utilizan ensayos de RCP con
iniciadores consenso, generalmente de la regién conservada del genoma L1. Los
iniciadores consenso descritos incluyen los GP5/GP6 y los degenerados
GP5+/GP6+, los MY09/MY11 y los degenerados PGMYQ9/PGMY11 y los SPF. La
amplificacion con cada uno de estos pares de iniciadores da como resultado
productos de diferentes tamafios, y diversas sensibilidades para la deteccién de
ciertos genotipos de VPH, segun las caracteristicas y condiciones del material
bioldgico utilizado en la prueba. Luego de aplicar la RCP, el andlisis de los

productos vy la tipificacion del VPH se puede obtener por secuenciacion o por
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hibridacién con sondas especificas utilizando varios métodos como: el Dot Blot,
Southern Blot, Reverse Line Blot Strip Assays (ensayos de hibridacion lineal
reversa) y ensayos en formatos de microarreglos. La tipificacion también se puede

realizar mediante RCP multiple (Monsonego, 2006).

Muchas metodologias no han sido estandarizadas, por este motivo se han
creado pruebas para deteccion vy tipificacion viral de VPH como: la prueba de
Roche Diagnostics (Amplicor, Indianapolis, Ind., USA) que detecta 13 tipos de
VPH de alto riesgo, el Linear Array Assay (Roche Diagnostics, Amplicor,
Indianapolis, Ind., USA) v los sistemas de microarreglo (Biomedlab Company,
Seoul-Korea). Este Ultimo requiere de equipos costosos y ninguno de los

nombrados ha sido aprobado por la FDA (Monsonego, 2006).

La técnica CH2 para VPH de Digene Corporation, Gaithersburg, MA, esta
aprobada por la FDA y es un método estandarizado y disponible comercialmente
(Canadas y col., 2006). Esta técnica proporciona una sensibilidad cercana a la
RCP, detectando 13 tipos de VPH de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59 y 68) y 5 tipos de bajo riesgo oncogénico (6, 11, 42, 43 y 44). La prueba
consiste en la produccion de sefales de luz, aproximadamente proporcionales a la
cantidad de ADN de VPH presente en la muestra, lo cual permite un analisis
semicuantitativo del nimero de copias de ADN viral. Este analisis representa un
parametro importante al momento del tratamiento, seguimiento de los pacientes y
evaluacion de las posibles vacunas contra la infeccion por VPH de alto y bajo

riesgo oncogeénico (Cavazza y Correnti, 2004).
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II.- ANTECEDENTES

La certeza de un diagnostico se ha desarrollado en forma paralela a la
sensibilidad y especificidad de las técnicas que la ciencia ha ido incorporando a
medida que el conocimiento se ha hecho mayor. Y de esas técnicas las mas

recientes involucran al diagnostico molecular (Bossio, 1993).

En diversos trabajos comparativos, los autores han calculado indices de
validez de las pruebas diagnésticas. Estos indices permiten evaluar cuanto se
aproxima una medida al valor real que pretende medir. La sensibilidad y la
especificidad son los mas comunes y Pita y Pértegas (2003), los definen como: la
sensibilidad es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo enfermo,
es decir, la probabilidad de que para un sujeto enfermo se obtenga en la prueba
un resultado positivo. La sensibilidad es, por lo tanto, la capacidad del test para
detectar la enfermedad. La especificidad es la probabilidad de clasificar
correctamente a un individuo sano, es decir, la probabilidad de que para un sujeto
sano se obtenga un resultado negativo. En otras palabras, se puede definir la

especificidad como la capacidad para detectar a los sanos.

En cuanto a la sensibilidad y la especificidad, Burguefio y col., (1995),
destacan que siempre que una cuestion clinica y el resultado de la prueba
diagnoéstica encaminada a resolverla, puedan plantearse en términos de dicotomia
(presencia o ausencia de enfermedad), la exactitud de la prueba puede definirse

en funcidn de su sensibilidad y especificidad diagndésticas. Sin embargo, con
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mucha frecuencia los resultados de las pruebas diagnosticas estan distribuidos en
una escala continua, por lo que es necesario seleccionar un valor limite adecuado

gue permita resumir estos resultados en dos categorias: positivo y negativo.

Tanto la sensibilidad como la especificidad proporcionan informacion acerca
de la probabilidad de obtener un resultado concreto (positivo 0 negativo) en
funcién de la verdadera condicion del paciente con respecto a la enfermedad. Sin
embargo, cuando a un paciente se le realiza alguna prueba, el médico carece de
informacion a priori acerca de su verdadero diagnéstico, y mas bien la pregunta se
plantea en sentido contrario: ante un resultado positivo (negativo) en la prueba,
¢cual es la probabilidad de que el paciente esté realmente enfermo (sano)?. Por
medio de los valores predictivos se complementa esta informacion (Pita y
Pértegas, 2003). Asi pues, se definen los valores predictivos como: el valor
predictivo positivo es la probabilidad de padecer la enfermedad si se obtiene un
resultado positivo en el test. El valor predictivo positivo puede estimarse, por tanto,
a partir de la proporcién de pacientes con un resultado positivo en la prueba que
finalmente resultaron estar enfermos. EI valor predictivo negativo es la
probabilidad de que un sujeto con un resultado negativo en la prueba esté
realmente sano. Se estima dividiendo el numero de verdaderos negativos entre el

total de pacientes con un resultado negativo en la prueba.

Ademas de la sensibilidad, especificidad y los valores predictivos, existen
otro indices de valoracion que son Uutiles clinicamente y no dependen de la

prevalencia de la enfermedad en la poblacion a estudiar. Estos indices son
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denominados razén de verosimilitudes, razon de probabilidad, o cociente de
probabilidades. Estos valores miden cuanto mas probable es un resultado
concreto (positivo 0 negativo) segun la presencia o ausencia de enfermedad. La
razon de verosimilitudes positiva o cociente de probabilidad positivo se calcula
dividiendo la probabilidad de un resultado positivo en los pacientes enfermos entre
la probabilidad de un resultado positivo entre los sanos. Es, en definitiva, el
cociente entre la fraccion de verdaderos positivos (sensibilidad) y la fraccion de
falsos positivos (1-especificidad). La Razon de verosimilitudes negativa o cociente de
probabilidades negativo se calcula dividiendo la probabilidad de un resultado
negativo en presencia de enfermedad entre la probabilidad de un resultado
negativo en ausencia de la misma. Se calcula por lo tanto, como el cociente entre
la fraccion de falsos negativos (1-sensibilidad) y la fraccion de verdaderos

negativos (especificidad) (Pita y Pértegas, 2003).

La literatura consultada, reporta valores de sensibilidad y especificidad para
RCP y CH2 entre el 70% y el 100% (Ordi 2005; Garcez y col., 2006; Qiao, (2008),

Tsiodras y col., 2010 y Shim y col., 2010).

Desde que surgio el diagnostico molecular, se han publicado una variedad
de trabajos cientificos, con la finalidad de comparar resultados obtenidos a través
de la aplicacion de diversas técnicas, las cuales han permitido un mejor
diagnoéstico de la infeccion por VPH y su posterior tipificacion. Los estudios
enfocados en la comparacion de métodos son diversos y cada uno ha aportado

diferentes conclusiones e informacion de interés cientifico y clinico. El constante
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desarrollo de la tecnologia, asi como los avances en la biologia molecular ha
hecho indispensable el desarrollo de este tipo de investigaciones. A continuacion
se presentan algunas publicaciones internacionales enfocadas en la deteccion y

tipificacion de VPH empleando diversas metodologias.

En el afio 1996, Melbye y col., realizaron un estudio en 151 mujeres de
Dinamarca, con la finalidad de predecir anormalidades citolégicas anales y
cervicales por medio de pruebas de diagnoéstico para VPH. Los investigadores
utilizaron RCP (con iniciadores de la region consenso del gen que codifica L1 de la
capside del virus) y la prueba de Captura de Hibridos de primera generacion (CH),
concluyendo que las enfermedades anales y cervicales estan relacionadas
significativamente con la presencia de VPH, y que el método CH necesitaba una

carga viral mas alta que la RCP para detectar la presencia de VPH.

Cafnadas y col., en el afio 2006 realizaron una evaluacion de las técnicas de
deteccién de VPH en los programas de cribado para cancer de cuello uterino,
empleando 166 muestras cervicales procedentes de mujeres atendidas en una
clinica de dermatologia en Oviedo (Espafia). Estos investigadores utilizaron dos
variantes de RCP, PCR- Enzyme Immunoassay (PCR-EIA) y PCR- Reverse Line
Blot Hybridization (PCR- LBH) vy la técnica CH2. Los tres métodos utilizados
detectaron solo VPH de alto riesgo oncogénico y no encontraron diferencias
significativas entre los mismos, lo que permitidé concluir que, en virtud que las
técnicas son comparables, su eleccibn debe basarse en las condiciones

individuales de cada laboratorio y el volumen de muestras por procesar.
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En el afio 2006, Garcez y col., realizaron un estudio con 70 mujeres que
acudian a una consulta ginecoldgica privada en Brasil. Dichas mujeres, fueron
sometidas a la deteccion de VPH por RCP, solo en los casos en los que,
anteriormente se encontraron diferencias entre los resultados de CH y Pap.
Cuando realizaron la comparacion entre el Pap y los métodos de biologia
molecular, los autores reportaron que los resultados positivos para el Pap no
indicaban necesariamente la presencia del virus; esta diferencia fue atribuida a
gue ambos métodos moleculares (RCP y CH) detectan la infeccion latente,

mientras que el Pap solo detecta alteraciones celulares microscopicas.

Recientemente, Monsonego y col., (2008), realizaron una comparacion
entre CH2 de sondas de VPH de alto riesgo y el estuche comercial de Roche
Molecular Systems, denominado Linear Array HPV Genotyping Test (LA). Esta
altima es una técnica cualitativa, basada en RCP que detecta 37 tipos de VPH de
bajo, intermedio y alto riesgo. Estos investigadores concluyeron que a pesar de la
diferencia que existe entre estos dos métodos, en cuanto a la cobertura de tipos
de VPH que detectan, ambos presentan alto grado de concordancia en los

resultados.

Castle y col., en el afio 2008 realizaron una comparacion entre dos métodos
basados en RCP para tipificacion de VPH. El primer método (Innolipa-SPF10)
consistié en la amplificacion de una region de 65 pb del gen L1 de VPH y una
posterior hibridacion reversa de los amplicones. El segundo método utilizado fue el

LA, el cual, a diferencia del primero, utiliza los iniciadores MY09 y MY11 para
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amplificar una region de 450 pb de L1 de VPH, y posteriormente aplican una
hibridacion reversa de los amplicones. Este estudio destacd la importancia de
ambos métodos para medir el impacto de las vacunas en ensayos clinicos con los

VPH de tipo 16 y 18.

En febrero de 2010, Tsiodras y col., publicaron un estudio en el cual
comparan el método CH2 que detecta VPH de alto y bajo riesgo, y RCP utilizando
los iniciadores GP5+/GP6+ del gen L1 para el diagnéstico de VPH. Asi mismo
realizaron una asociacion de estos resultados con el diagnéstico citologico e
histoldgico. El estudio se llevé a cabo con 1270 mujeres de Grecia, y encontraron
un alto porcentaje de muestras positivas para VPH mediante métodos
moleculares, que segun los diagndsticos citologicos e histolégicos eran
‘normales”. Estos investigadores destacaron la importancia que tiene la
correlacion clinico-patolégica con estas pruebas, para establecer mejores
estrategias de evaluacion y estratificacion de la poblacion de riesgo infectada por

el virus.

En Venezuela, diversos trabajo se han enfocado en la deteccién de VPH en
areas genitales, asi como la relacion que existe entre los tipos virales y las
lesiones de cuello uterino y vulva. Es importante destacar, que los estudios de
comparacion de métodos son muy escasos en nuestro pais. A continuacion se

presentan algunos trabajos relevantes.
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Mendoza y col., en el afilo 2000, realizaron una comparacion entre la
citologia y el método CH para el diagnostico de VPH. El estudio se llevd a cabo
en 101 mujeres que acudieron a la consulta de ginecologia de la Sociedad
Anticancerosa de Mérida, Estado Mérida. Los investigadores obtuvieron 10
muestras positivas para el método CH, dos de las cuales presentaron diagnostico
citolégico de LIEBg. Los casos restantes fueron descritos como “otras
alteraciones”. Las citologias “normales” resultaron negativas por el mismo método.
Los investigadores concluyeron que la citologia de células cervicales es un
método poco sensible para establecer diagndstico de infeccion por VPH. Se
recomend6 el uso del método CH en mujeres con citologia anormal y para

confirmacion de casos dudosos.

En los afios 2001-2002, Correnti y col., estudiaron 1046 mujeres y
reportaron infeccion por VPH en la zona Oriental (85%), en la zona Occidental
(40%) y en el area metropolitana (67%). Asi mismo, se observé una alta presencia
de VPH de alto riesgo oncogénico (70%), asociados a lesiones de LIEBg y LIEAg.
Un hallazgo importante en esta investigacion, fue la observacion de un 45% de
muestras positivas para VPH de alto riesgo oncogénico y citologia normal, siendo

el genotipo de mayor circulacion encontrado el tipo 16 (Correnti y col., 2002).

En el aflo 2002, se realizo6 un trabajo de investigacion por parte de Correnti
y col., en el cual se estudio un grupo de 120 pacientes con una edad promedio de
24 afos, de servicios de salud privados con diagnosticos clinicos sugestivos de

infeccion por VPH. Todas estas muestras fueron analizadas mediante RCP con los
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iniciadores consenso MY09 y MY11 (gen L1). El 66.6% resultd positivo para la
infeccion por VPH vy la tipificacion arrojo un 45% de muestras infectadas por VPH
de alto riesgo oncogénico, 26.6% con infeccion mixta (alto y bajo riesgo) y 5% con

VPH de bajo riesgo (Correnti y col., 2002).

En este mismo afio (2002), el mismo grupo de investigacion (Correnti y
col.) publicé un trabajo realizado en colaboracién con la Organizacion de Bienestar
Estudiantil de la UCV (OBE — UCV), en el cual se estudié un grupo de 107
pacientes con una edad promedio de 25 afios, con diagnosticos clinicos de
lesiones sugestivas de infeccion por VPH y/o NIC I, 1l y lll. El 60.75% resulté
positivo para la presencia del genoma viral. En muestras de cérvix positivas para
VPH, el 80.5% correspondio a alto riesgo oncogénico, mientras que el 2.5% fue de
bajo riesgo oncogénico. En vulva, el 75% se relacioné con VPH de alto riesgo
oncogénico, mientras que el 8.33% se relacion6é con VPH de bajo riesgo. En
relacion al estudio histopatoldgico, los investigadores detectaron en cérvix un bajo
porcentaje (1.43%) de pacientes con NIC Il y un 28.57% con NICI. Se aprecio que
las muestras cervicales de pacientes con diagndstico de cambios sugestivos por
VPH presentaron VPH de alto riesgo oncogénico en un 81%. Los resultados
obtenidos en este estudio alertan, debido al alto porcentaje de jovenes infectadas
por VPH de alto riesgo y en su mayoria con lesiones de bajo grado, las cuales
tienen alta probabilidad de evolucionar a lesiones de alto grado. Por este motivo,
los autores indican que la observacion y el seguimiento colposcépico y citolégico

debe ser mas estricto; ademas destacan que se debe llamar la atencion en los
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servicios de salud venezolanos, para que empleen programas de educacion

sexual acordes con la realidad del pais (Correnti y col., 2002).

Mufioz y col., en el afio 2003 presentaron un trabajo cuyo objetivo principal
fue conocer la frecuencia de los tipos de VPH 16 y 18 en mujeres venezolanas.
Estudiaron 271 mujeres que acudieron a diversos centros asistenciales de la
ciudad de Mérida. Obtuvieron muestras tanto endo como exocervicales, para la
realizacion de citologia y CH. El 12.54% de las muestras resultaron positivas para
VPH por CH. El 88.24% correspondié a VPH de alto riesgo oncogénico (18 casos
fueron VPH tipo 18, 9 casos fueron VPH 16, 1 caso presento6 infeccion mixta y 2
no correspondieron a estos tipos). Los autores encontraron subjetividad en la
citologia y una elevada deteccion de VPH de alto riesgo (tipos 18 y 16),
destacando la importancia de la deteccion a tiempo de estos tipos virales como

parte de la prevencién del cancer uterino.

De Guglielmo y col., en el 2008, realizaron una evaluacion mediante RCP,
de la infeccion por VPH en 70 muestras de pacientes con diagnostico clinico o
citolégico, recibidas en el Instituto de Oncologia y Hematologia — MPPS. De las
muestras evaluadas por RCP con los iniciadores consenso MY09 y MY11 y por
RCP multiple, 31 resultaron positivas, de las cuales 29 correspondieron a VPH de
bajo riesgo (tipos 6 y 11), 1 a una infeccion mixta de bajo y alto riesgo (tipos 6 y
33) y a otra con coinfeccion con virus de alto riesgo (tipos 18 y 33). Estos
resultados obtenidos, resaltaron la utilidad de la RCP en el diagnostico y

tipificacion de VPH, y pusieron en evidencia la relacion, ya establecida, entre VPH
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de bajo riesgo y displasias leves, asi como la sobreestimacion de infeccion por

VPH en los diagnodsticos de referencia.

Correnti y col., en el afio 2010 publicaron un trabajo en el cual determinaron
la presencia de VPH por medio del ensayo de CH2 en lesiones de cuello uterino
en una poblacion venezolana. Se analizaron 1483 muestras de citologia cervical.
La edad promedio de las mujeres estudiadas fue de 28,8 afos. La positividad de
la infeccion por VPH que detectaron por CH2 fue de 54,6% (811/1483). De los
casos positivos, el 17% presentd ADN de VPH de bajo riesgo oncogénico y el
82,9% correspondi6 a VPH de alto riesgo. Ademas de este analisis, los
investigadores también realizaron una correlacion con el diagnéstico citolégico de
los pacientes. La presencia de VPH de bajo riesgo fue detectado en 127 casos de
LIE Bg, 9 de LIE Ag y 2 de ASC-US, mientras que VPH de alto riesgo fue
detectado en la mayoria de los casos: 361 de LIE Bg, 308 de LIE Ag y 4 de ASC-
US. El estudio demostré una alta presencia de infeccién por genotipos de VPH de

alto riesgo oncogénico en la muestra de la poblacion Venezolana estudiada.
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.- JUSTIFICACION

En Venezuela, el cancer cérvicouterino es un problema de salud publica
(Correnti y col.,, 2002). Actualmente el VPH est4d considerado como la
enfermedad de transmision sexual mas frecuente en el mundo, con un 60% de
probabilidad de transmision del VPH tipo 16 de alto riesgo oncogénico por
hombres y mujeres (Rosenblatt y De Campos, 2009). Debido a la gran cantidad de
personas infectadas por este virus en el mundo y su relacion con el cancer, la
comunidad cientifica se ha interesado en el estudio y analisis de su genoma, asi

como en las técnicas moleculares para su diagndéstico y deteccion.

Considerando que en Venezuela el cancer cérvicouterino es la primera
causa de muerte oncolégica en la mujer, asi como el reciente desarrollo de
vacunas preventivas para los tipos virales mas comunes, son de mucha
importancia los estudios que contribuyan a mejorar el diagnostico de esta
enfermedad y a conocer los tipos de VPH mas comunes que se encuentran

circulando en la poblacion.

Ademas, la deteccion temprana de una infeccién por VPH de alto riesgo en
joévenes es importante para su seguimiento y tratamiento, ya que la diferencia en
el riesgo para la progresion a carcinoma cervical radica en la persistencia de la
infeccion y, por ende, en la integracion del ADN viral al de la célula huésped,

eventos asociados a VPH de alto riesgo oncogénico (Grillo y col., 2008).
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El diagnostico de VPH mediante biologia molecular, no se realiza de rutina
en los centros de salud del pais, debido al costo de las pruebas y a que es
necesario contar con un laboratorio especializado y con personal calificado. El
Laboratorio de Genética Molecular del Instituto de Oncologia y Hematologia del
Ministerio del Poder Popular para la Salud (IOH - MPPS), es un centro de
referencia para este tipo de diagndstico, de manera que los médicos puedan
contar con el diagnéstico molecular en combinacién con el diagnostico clinico y/o
histoldgico, lo que permite realizar una mejor o mas completa evaluacion de los
pacientes, incluyendo la estratificacion de la poblacion de riesgo y la progresion de
las lesiones. Ademas, los resultados de los estudios comparativos de técnicas
moleculares para la deteccion y tipificacion de VPH aportan a este tipo de
laboratorios, las bases para la seleccion y establecimiento de futuros programas

de cribado exitosos, que ayuden a evitar el cancer de cuello uterino.

Como lo afirman Pita y Pértegas (2003), es fundamental saber calcular la
validez y seguridad de las diferentes técnicas o pruebas diagnésticas con el fin de
seleccionar la mas adecuada para un estudio particular. La sensibilidad, la
especificidad y los valores predictivos son los criterios tradicionalmente utilizados
para valorar la capacidad predictiva de una prueba. Los estudios de evaluacion de
pruebas diagnosticas son el instrumento adecuado para obtener esta informacion.
No obstante, no se debe olvidar que existen determinados aspectos en el disefio
de este tipo de investigaciones que pueden afectar la precision y la validez de las

estimaciones realizadas. La poblacion de estudio, la estrategia de muestreo y la
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forma de aplicacion de las pruebas diagndsticas son algunos de los elementos a

cuidar para evitar la presencia de sesgos.
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V.- OBJETIVOS

Objetivo General:

Comparar dos metodologias (Captura de Hibridos Il y RCP), empleadas
para la deteccidon vy tipificacion de VPH en areas genitales de jovenes con
diagnéstico clinico y citolégico de infeccion por el virus, que acuden a la
consulta de ginecologia de la Organizacion de Bienestar Estudiantil de la

Universidad Central de Venezuela (OBE-UCV).

Objetivos especificos:

Detectar la presencia del genoma de VPH mediante RCP en muestras de
areas genitales de jovenes.
Realizar la tipificacion de VPH en muestras citoldgicas genitales empleando

el estuche comercial RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening (Seegene Inc.).

Evaluar muestras citoldgicas genitales mediante el método de captura de

hibridos Il (Digene Corporation).

Comparar los resultados obtenidos en la evaluacion de las muestras

mediante los métodos mencionados, a través de pruebas estadisticas.

Comparar los resultados obtenidos en la evaluacibn molecular con el

diagnéstico citolégico de las muestras.
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V.- MATERIALES Y METODOS

5.1.- MATERIAL BIOLOGICO:

Se estudiaron 80 muestras citoldgicas de jovenes con diagnostico clinico
sugestivo de infeccion por VPH, tomadas en distintas regiones anatomicas (cuello
uterino y wvulva), las cuales acudieron a la consulta de ginecologia de la
Organizacion de Bienestar Estudiantil de la Universidad Central de Venezuela
(OBE-UCV). Como controles se utilizaron 20 muestras de pacientes sin

antecedentes de infeccién por VPH que acudieron a la consulta.

Las muestras fueron recolectadas por el médico especialista con el cepillo
DNA with PAP de Digene Corporation, Gaithersburg, MD. Este cepillo contiene 1

ml de medio de transporte.

Cada paciente acepté incluir su muestra en el estudio, por medio de un
consentimiento informado (ver Anexo 1); ademas llenaron una encuesta que le

otorgo a la investigacion datos demograficos y clinicos de interés (ver Anexo 2).

5.2.- METODOS:

Para el procesamiento de las muestras citoldgicas se llevaron a cabo los

siguientes protocolos:
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5.2.1.- Extraccion de ADN:

La extraccibn de ADN genomico total se llevd a cabo con solventes
organicos. Este método incluyd: lisis celular, extraccién cloroformo- fenol y

precipitacion con etanol.

Se incubaron las muestras citologicas en 100 pl de proteinasa K (1000
pg/ml) y 100 ul de buffer de lisis (LOMm de Tris HCI, pH: 8 + 0.1 % de sarcosina) a

55 °C, durante 3 horas.

Para la extraccion, se agrego igual volumen de cloroformo-fenol-isoamilico
(200 ul) y se aplicé vortex durante 20 segundos aproximadamente. Luego se
realiz6 una centrifugacion a 14.000xg durante 10 minutos. Posteriormente, se
tomo¢ la fase acuosa y se transfirié a otro tubo eppendorf limpio, para agregar igual
volumen de cloroformo (200 pl), se aplicé vortex y se centrifugd a 14.000xg
durante 5 minutos. Se tomoé la fase acuosa nuevamente, para ser transferida a
otro tubo eppendorf y precipitar el ADN agregando 1/10 volumen de acetato de
amonio 3M y un volumen doble de etanol absoluto frio, dejandose a -20 °C al
menos por 1 hora. Luego se aplicé una centrifugacion durante 15 min. a 14.000xg
y se descartd el sobrenadante para luego agregar 500 pl de etanol al 75% vy
centrifugar a 14.000xg durante 5 min. Se descarto el sobrenadante y se colocaron
los tubos en posicion invertida a 37 °C, para eliminar el liquido restante.

Finalmente, se resuspendié el ADN en 50 pl de H,O estéril libre de nucleasas.
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5.2.2.- RCP con los iniciadores genéricos (MY09 y MY11) de VPH vy los

iniciadores PC04 y GH20 de la la B-globina:

Para la comprobacion de la integridad del ADN extraido y la deteccion de VPH
mediante RCP, se utilizaron los iniciadores genéricos MY09 (5° CGT CCA AGA
GGA TAC TGA TC 37) y MY11 (5° GCA CAG GGA CAT AAT AAT GG 3") (ver
tabla 2), que reconocen la region consenso L1 del genoma viral para obtener un
producto de amplificacion de 450 pb. Esta RCP utiliza también los iniciadores
PCO04 (5 CAACTT CAT CCA CGT TCA CC 37) y GH20 (5" GAA GAG CCA AGG
ACA GGT AC 37) (ver tabla 2) para amplificar un fragmento del gen humano de la
B-globina como control interno de la integridad y calidad del ADN y ausencia de

inhibidores de la RCP, con los que se obtiene un producto de 268 pb.

Tabla 2: Reactivos y cantidades utilizadas en la RCP con los iniciadores consenso
MY09 y MY11.

Reactivos Cantidad por
tubo (pl)

dNTPs [100 mM ] 0.4
MYQ9 [100 mM ] 0.2
MY11[100 mM ] 0.2
PC04 [100 mM ] 0.2
GH20 [100 mM ] 0.2
Buffer 10X 6.3
MgCl, [50 mM ] 4
Taq polimerasa 0.5
H,O 28
Muestra 10

Volumen total= 50 pul por tubo.
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Los productos obtenidos de la amplificacion se visualizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TBE 1X, tratado con Bromuro de
Etidio, para luego ser observados en un transiluminador. La reacciéon de RCP se
llevdo a cabo en un termociclador (Eppendorf, Modelo: AG22331) siguiendo el

siguiente programa:

- Temperatura inicial de desnaturalizacion: 94°C por 4 minutos.
- Temperatura de desnaturalizacion: 94°C por 15 segundos. )

- Temperatura de alineamiento: 50°C por 30 segundos. pa X 40 ciclos

- Temperatura de extension: 72°C por 45 segundos.

- Temperatura de extension final: 72°C por 7 minutos.

5.2.3.- Deteccion v tipificacion de VPH por RCP (Seeplex® HPV4A ACE

Sreening) y Captura de hibridos 2 (HC2 HPV DNA test)

5.2.3.1. - RCP (Seeplex HPV4A ACE Sreeninq):

La deteccion vy tipificacion viral por medio de Seeplex® HPV4A ACE Sreening

de Seegene Inc., se llevo a cabo siguiendo las indicaciones de la casa comercial.

Este estuche comercial consta de los reactivos presentados en la tabla 3 y
permitidé la identificacion de diversos tipos de VPH tanto de alto como de bajo

riesgo (Tabla 4).
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Tabla 3: Reactivos que contiene el
Sreening.

estuche comercial Seeplex® HPV4A ACE

Reactivos

Descripcion

Iniciadores (5x HPV4A ACE PM)

Premix (2X Multiplex Master Mix)

Solucién MOP (8-MOP solution)

Marcador (HPV4A ACE Marker)

Control +

Control -

Contiene iniciadores para VPH y para
el control interno.

Contiene ADN polimerasa, dNTPs
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) y MgCl,.

Solucién para prevenir contaminacion.

Es utilizado para identificar el tamafio

aproximado del amplificado en gel de
agarosa.

Mezcla de clones de 4 tipos de VPH

Agua esterilizada

Tabla 4: Genotipos de VPH amplificados por Seeplex® HPV4A ACE Sreening vy

tamafo en pb.

Genotipo Tamarfo del amplicon (pb)
Control interno 1000
VPH-16 588
AR* 465
VPH-6/11 302
VPH-18 230

AR*: Tipos de alto riesgo (26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73y 82).

La mezcla de reaccion se prepardo con 4 pul de iniciadores, 3 ul de la

solucion MOP, 10 ul de Premix y 8 pl de la muestra. Los productos obtenidos de

la amplificacion se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% en

buffer TBE 1X, tratado con Bromuro de Etidio, para luego ser observados en un
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transiluminador. La reaccion se llevé a cabo en un termociclador (Eppendorf,

Modelo: AG22331) siguiendo el siguiente programa:

- Temperatura inicial de desnaturalizacion: 94 °C por 15 minutos.

- Temperatura de desnaturalizacion: 94 °C por 0.5 minutos. )

- Temperatura de alineamiento: 60 °C por 1.5 minutos >~ X40 ciclos

- Temperatura de extension: 72 °C por 1.5 minutos

- Temperatura de extension final: 72 °C por 10 minutos.

5.2.3.2.- Captura de hibridos 2:

La prueba CH2 (HC2 HPV DNA test de Digene Corporation, Gaithersburg-
USA), es un ensayo de amplificacion de sefial, que utiliza una combinacion de
captura de anticuerpos con la detecciéon de sefial por quimioluminiscencia (Figura
8). CH2 emplea un coctel de sondas de ARN (sondas del genoma completo), que
detecta 13 tipos de VPH de alto riesgo oncogénico
(16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68) y 5 de bajo riesgo (6/11/42/43/44), las
cuales se unen al ADN de interés presente en la muestra en estudio. Los
hibridos de ARN:ADN son retenidos en una fase sélida recubierta con anticuerpos
de captura universales y especificos para dichos hibridos, los cuales son
detectados con multiples anticuerpos conjugados a fosfatasa alcalina. La sefal
resultante de la reacciébn de quimioluminiscencia es leida y los resultados son

interpretados (Tsiodras y col., 2010).
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Figura 8: Proceso de deteccion de VPH mediante el uso de la prueba CH2. En primer
lugar ocurre la desnaturalizacion, luego la hibridaciéon con sondas de ARN
especificas para VHP, dichos hibridos serdn capturados por anticuerpos
especificos en los pozos de la microplaca. El revelado ocurre con anticuerpos anti-
hibrido, marcados con fosfatasa alcalina. Por ultimo, se lee la sefial
guimioluminiscente de manera automatizada y se interpretan los resultados.
Tomado y modificado de Francois, 1998.

La prueba CH2 incluye: diluyente de sonda, sonda de VPH de bajo riesgo,
sonda de VPH de alto riesgo, controles de calidad, calibrador negativo, calibrador
de VPH de alto y bajo riesgo oncogéenico, microplaca de captura, reactivos y

buffers.

Para la aplicacion de este ensayo se llevo a cabo el siguiente procedimiento

establecido por el fabricante:
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1.-Etapa de desnaturalizacion: En esta etapa se agregd el reactivo de

desnaturalizacion (diluido en hidroxido de sodio) a los calibradores, controles de

calidad y muestras citolégicas, de acuerdo a las cantidades descritas en la tabla 5.

Tabla 5: Cantidades de reactivo de desnaturalizacion agregadas a los calibradores,
controles y muestras.

Reactivos y muestra Cantidad
Calibrador Negativo 1000 pl
Calibrador de Bajo Riesgo 500 pl
Calibrador de Alto Riesgo 500 pl
Control Calidad de Bajo Riesgo 500 pl
Control de Calidad de Alto Riesgo 500 pl
Muestra 500 ul

Se aplicé vortex a cada tubo durante 5 segundos y se incubaron a 65 °C

durante 45 minutos.

En el periodo de incubacion se prepararon las sondas de alto y bajo riesgo
oncogénico. Asi mismo, es importante destacar que el control de calidad de bajo
riesgo contiene 5 pg/ml (500.000 copias/ml) de clones de ADN de VPH 6 y el
control de calidad de alto riesgo contiene 5 pg/ml (500.000 copias/ml) de clones de

ADN de VPH 16.

2.-Etapa de hibridacidon: Una vez desnaturalizadas las muestras, se

colocaron 75 pl de los calibradores, los controles de calidad y las muestras en
estudio dentro de los pozos de la microplaca (Figura 9). Se incubaron durante 10
minutos a temperatura ambiente, y se afiadieron 25 pl de la sonda, incubandose

nuevamente durante 10 minutos a temperatura ambiente. Luego se colocé la placa
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en un agitador rotatorio a 1100 rpm durante 3 minutos; por ultimo se incubé a 65°C

durante 1 hora.

1)

/ (123456789101112
Ciliwdors —1 A |@|®@|®|O|O|O0|O[0I0|0|O
= [@l@l@000000000

B ¢ |0|@|@|O|I0|I0I0[000IO
Gltndrs __1 p |@|@(@|O[O|00IO|010|0I10
Alto/bajo E |®®®O|0010001000
sl 11(0/G)) 0] e]e]e/ee]ee]e

de bajo rieseo G (@ @|B|O100000000
Control de calidad H @ @ @ ) () () () ( () () <> (J

\dealto r1esgo /

Figura 9: Representacion de la placa de CH2. En los pozos Al, B1y C1 asi como los
pozos A7, B7 y C7 se coloca el calibrador negativo. En los pozos D1, E1 y F1 se
coloca el calibrador de bajo riesgo y en los pozos D7, E7 y F7 el calibrador de alto
riesgo. Por ultimo los controles de calidad de bajo y alto riesgo se colocan en los
pozos G1/H1 y G7/H7 respectivamente. En el resto de los pozos se colocan las 40
muestras por duplicado (lado de bajo riesgo y lado de alto riesgo).

3.- Etapa de captura de hibridos: Se transfirié el contenido de cada uno de

los pozos de la microplaca de hibridacion (aproximadamente 100 pl) a la
microplaca de captura, utilizando una pipeta multicanal. Luego se colocé en el

agitador rotatorio a 1100 rpm durante 60 minutos.

Durante este tiempo, se preparé el buffer de lavado colocando 33,3 ml de

este para un volumen final de 1 L. Cuando la captura se completd, se elimino el

liquido de la microplaca.
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4.-Deteccidn de hibridos: Se agregaron 75 ul del Reactivo de Deteccion 1

(Fosfatasa alcalina) en el interior de cada pozo de la y se incubd a temperatura

ambiente durante 30-45 minutos.

5.- Lavado de la microplaca: Se removio el Reactivo de Deteccion 1 y se

realizaron 6 lavados consecutivos con el buffer de lavado.

6.- Etapa de amplificacion de la sefal: Se colocaron 75 pl del Reactivo de

Deteccion 2 (CDP-Star con Emerald Il, sustrato quimioluminiscente) dentro de
cada uno de los pozos de la microplaca. Todos los pozos se observaron de color
amarillo en esta etapa. Se incub6 a temperatura ambiente durante 15- 30 minutos.
La microplaca se leyé en un luminédmetro (Hybrid Capture System de Digene,

modelo: DML 2000).

Interpretacion de resultados:

Luego de que el sustrato reaccion6 con la fosfatasa alcalina unida a los
hibridos emitiendo luz, se procedi6 a realizar la lectura de la placa y a interpretar lo

resultados.

La intensidad de la luz emitida es medida en unidades relativas de luz
(URL) y denota la presencia o ausencia de ADN de VPH de bajo y alto riesgo en

las muestras. ElI parametro empleado como calibrador positivo de bajo y alto
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riesgo, es una solucion con 1pg/ml de ADN de VPH de BR (tipo 11) y AR (tipo 16)

respectivamente.

Tomando en cuenta los calibradores de alto y bajo riesgo se calculo el Cut
Off (CO), o el promedio de los 3 valores. Al obtener el CO, se calculo el cociente
URL/CO y se toma como positivas aquellas muestras cuyo valor URL/CO fue

mayor a 1.

Carga viral:

El cociente URL/CO ha sido utilizado por muchos investigadores para medir
semicuantitativamente la carga viral y asi verificar si existe o no relacion con este

pardmetro y la progresion de las lesiones causadas por los tipos de VPH.

En el presente trabajo de investigacibn se tomo6 en cuenta la relacion
1pg/ml=1 URL (de los calibradores de bajo y alto riesgo) y se utilizé y modifico la
clasificacion descrita recientemente por Hwang y col. (2010), para determinar la

carga viral de la siguiente manera:

- Carga viral MUY BAJA 1= URL/CO<2.5
- Carga viral BAJA 2.5 < URL/CO < 100
- Carga viral MEDIA O INTERMEDIA 100 < URL/CO < 500

- Carga viral ALTA URL/CO = 500

66



Siguiendo esta clasificacion, se registraron las cargas virales obtenidas en

cada muestra positiva del método CH2.

5.2.4.- Andlisis de resultados:

Los resultados obtenidos de la RCP con el estuche Seeplex HPV4A ACE

Sreening y de la CH2, fueron valorados y medidos por medio de los indices de

validez tomados de Pita y Pértegas (2003).

Para el célculo de estos indices, se utilizaron las siguientes férmulas:

Formula 1.- Sensibilidad:

Sensibilidad = L
VP + FN
Donde:
VP= Verdaderos positivos.
FN= Falsos negativos.
Formula 2.- Especificidad:
X VN
Especificidad = —————
VN + FP

Donde:

VN: Verdaderos negativos.
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FP: Falsos positivos.

Formula 3.- Valor predictivo positivo:

VP
VPP = ——
VP + FP
Donde:
VPP: Valor predictivo positivo.
VP: Verdaderos positivos.
FP: Falsos positivos.
Formula 4.- Valor predictivo negativo:
PN = N
FN + VN

Donde:
VPN: Valor predictivo negativo.
VN: Verdaderos negativos.

FN: Falsos negativos.

Formula 5.- Razén de verosimilitudes positiva (RV+):

Sensibilidad
1 - Especificidad

RV + =
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Formula 6.- Razén de verosimilitudes neqgativa (RV-):

B 1-Sensibilidad

RV-—= ——
Especificidad

Andlisis estadistico:

Para realizar el analisis estadistico entre los métodos evaluados se utilizd la
prueba de independencia Chi-cuadrado (X?) y el indice de concordancia Kappa.

Estas pruebas permitieron evaluar la relacion entre las variables.

El célculo de Chi-cuadrado y del indice de kappa se llevarén a cabo con el

programa estadistico SPSS Statistic version 17.0.
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VI.- RESULTADOS

6.1.- CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE LAS MUESTRAS Y CONTROLES.

Las 80 muestras fueron tomadas de pacientes jovenes con diagndstico
clinico (colposcopico, citolégico e histoldgico) sugestivo de infeccion por VPH vy los
20 controles correspondieron a pacientes sin diagndstico sugestivo de infeccion
por VPH. Las pacientes acudieron a la consulta de ginecologia en OBE-UCV.

Todas las muestras y controles fueron tomadas en mujeres.

Las pacientes de las cuales se tomaron las 80 muestras se ubicaron en un
promedio de edad de 24,78 + 5,27 afios; y las pacientes del grupo control de

21,30 * 3,96 afios (Tabla 6).

Tabla 6: Caracteristicas principales de las muestras y controles.

Muestras Controles
N=100 80 20
Edad promedio 24,78 £ 5,27 21,30 £ 3,96
Cuello Uterino 73,75% Cuello uterino 95%
Localizaciéon (59/80) (19/20)
Vulva 25% (20/80) Vulva 5% (1/20)

Vagina 1,25% (1/80)
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Tanto las muestras como los controles fueron tomados en su mayoria en el

cuello uterino (73,75% y 95%, respectivamente).

En cuanto al diagnéstico clinico, se observo que las pacientes con NIC | y
con antecedentes de infeccion por VPH representaron el 26%, respectivamente.
Las muestras con condilomatosis vulvar representaron el 12%, con NIC | y NIV I-II
el 5%, con NIC | y condilomatosis vulvar el 4%, con NIV | 3%, con colposcopia
atipica 2% y con NIC Il y NIV | mas condilomatosis vulvar el 1%. Los controles, en

su totalidad, presentaron un diagndstico clinico normal (Tabla 7).

Tabla 7: Diagndstico clinico de muestras y controles.

PIAONOSTICO | Normal | NICT | NICT | NIVI [ cA | ey | et NE T RV
Porcentaje

en
muestrasy | 20% | 26% | 1% | 3% | 2% | 12% | 5% | 4% | 1% |26%
controles

(n=100)

CA= Colposcopia atipica.
CV= Condilomatosis vulvar.
A= Antecedentes de infeccion por VPH.

6.2.- COMPROBACION DE LA INTEGRIDAD DEL ADN.

La RCP con los iniciadores genéricos MY09 y MY1, que reconocen la
region consenso L1 del genoma viral, y con los iniciadores PC04 y GH20, que

amplifican un fragmento del gen humano de la B-globina, determin6 que, las 80
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muestras y los 20 controles presentaron la banda de 268 pb de la B-globina. Esto
indicé que, el 100% de las muestras y controles presentaron una cantidad y
calidad adecuada del ADN a ser utilizado, posteriormente, para la comparacion de

las técnicas seleccionadas.

6.3.- DETECCION Y TIPIFICACION DE VPH POR RCP (SEEPLEX® HPV4A

ACE SREENING)

La Figura 10 representa la deteccion vy tipificacion de VPH por medio de
RCP Seeplex ® HPV4A ACE Sreening. Se pueden observar las bandas de ADN
de los diferentes tipos de VPH. Todas las muestras presentan la banda de 1000
pb del control interno de la RCP. Las muestras localizadas en las lineas 3, 4, 6, 7
y 14 son negativas para VPH. Las lineas 5 y 9 contienen muestras positivas para
VPH-AR (26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 y 82.), siendo
representado por una banda de 465 pb. Las lineas 8, 11 y 13 también contienen
muestras positivas para VPH de alto riesgo, pero en este caso tipo 16 (588 pb). La
muestra de la linea 10 es positiva para VPH, presentando una infeccién mixta (1.M)
de los tipos 16 y 6/11 de alto y bajo riesgo respectivamente; de igual manera, la
muestra de la linea 12 presenta una I.M de VPH-AR y de bajo riesgo 6/11. Por

ultimo, la linea 15 representa el control negativo.
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Figura 10: Registro fotogréafico de electroforesis en gel de agarosa para la deteccion
y tipificacion de VPH por medio de Seeplex ® HPV4A ACE Sreening.

Linea 1: Marcador de peso molecular (1000 pb), Linea 2: control positivo de HPV4A, Lineas 3, 4, 6,
7 y 14: muestras negativas para VPH, Linea 5: muestra positiva para VPH-AR (465 pb), Linea 8:
muestra positiva para VPH tipo 16 (588 pb), Linea 9: muestra positiva para VPH-AR, Linea 10:
muestra positiva para VPH tipos 16 y 6/11 (302 pb), Linea 11: muestra positiva para VPH tipo 16,
Linea 12: muestra positiva para VPH-AR y 6/11, Linea 13: muestra positiva para VPH tipo 16 y
Linea 15: control negativo. Todas las muestras y controles presentan la banda de 1000 pb del
control interno de la RCP.

El genoma de VPH fue detectado en el 52,5% (42/80) de las muestras y el
55% (11/20) de los controles por medio de la RCP Seeplex ® HPV4A ACE
Sreening (Figura 11). Es importante destacar, que el 100% de muestras y

controles presentaron la banda de 1000 pb del control interno de la RCP.
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Figura 11: Distribucion de la infeccion por VPH en las muestras y controles

detectada por medio de RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening.

De las 42 muestras positivas para VPH por RCP Seeplex® HPV4A ACE

Sreening, 27 pacientes (64,3%) presentaron infeccion por VPH de alto riesgo

oncogénico, en 11 (26,2%) se detectd infeccidbn mixta con virus de alto y bajo

riesgo oncogénicos y en 4 (9.5%) pacientes se observd VPH de bajo riesgo

oncogénico (Figura 12).
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Figura 12: Tipificacion de VPH en las muestras y controles positivos por medio de
RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening.
VPH-AR: 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73y 82.

En la Figura 12, también se puede observar que 5 pacientes tienen
infeccion simple con el tipo 16 de alto riesgo oncogénico, 3 poseen infeccion mixta
y coinfeccion del genotipo 16, con VPH-AR y 6/11 de bajo riesgo oncogénico;
mientras que soOlo 2 casos presentaron infeccion mixta de VPH tipo 16 de alto

riesgo oncogeénico con VPH 6/11 de bajo riesgo oncogénico.

La tipificacion de los 11 controles positivos para VPH, resultd de la siguiente
manera: 6 controles (54,54%) con la presencia del genoma viral de VPH-AR, 3

(27,27%) con infeccién simple por VPH de alto riesgo tipo 16, un control (9,09%)

75




con VPH de bajo riesgo tipo 6/11 y un caso (9,09%) con coinfeccion de VPH tipos

16 y VPH-AR (Figura 12).

Es importante destacar, que en el 23,8% (10/42) de las muestras positivas

por RCP, se detectd VPH de alto riesgo oncogénico tipo 16 y en los controles, este

genotipo se detectd en el 36,4% (4/11) de las muestras; de este modo, el genotipo

16 ocupa el segundo lugar de incidencia luego del VPH-AR en los controles.

6.4.- DETECCION Y TIPIFICACION DE VPH POR CH2 (HC2 HPV DNA TEST)
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Figura 13: Distribucion de la infeccion por VPH en las muestras y controles
detectada por medio de CH2 (HC2 HPV DNA test).

El genoma de VPH fue detectado en el 58,75% (47/80) de las muestras y el

60% (12/20) de los controles por medio de CH2 (Figura 13).
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De las 47 muestras positivas para VPH por CH2, 23 muestras (48,94%)
resultaron infectadas por VPH de alto riesgo, 20 muestras (42,55%) presentaron
infeccion mixta por VPH de bajo riesgo y alto riesgo y 4 muestras (8,51%)

registraron el genoma viral de VPH de bajo riesgo (Figura 14).

Los 12 controles positivos para VPH fueron tipificados de la siguiente
manera: 10 controles (83,33%) infectados por VPH de alto riesgo, 1 control
(8,33%) infectado por VPH de bajo riesgo y 1 control (8,33%) infectado por VPH

de alto y bajo riesgo (Figura 14).

25 A 23
20
20 A
E 15 -
-; 10
2 10 B Muestras
(1}
u -4
10 Controles
4
5 -
1 1
O T T 1
BR AR BRy AR
Tipos de VPH

Figura 14: Tipificacion de VPH en las muestras y controles positivos por medio de
CH2 (HC2 HPV DNA test).

AR: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68.

BR: 6, 11, 42, 43y 44.
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6.5.- RESULTADOS COMPARATIVOS Y ESTADISTICOS ENTRE RCP

SEEPLEX® HPV4A ACE SREENING Y CH2 (HC2 HPV DNA TEST)

Los métodos RCP y CH2 tipifican un rango amplio de VPH. Las tablas 8 y
9 representan de manera comparativa estos tipos. La RCP detecta los 2 tipos de
VPH de bajo riesgo mas comunes en el mundo (6 y 11), a diferencia del método
CH2 gque detecta 5 tipos de bajo riesgo, dentro de los cuales estan los dos mas

comunes en el mundo y los tipos 42, 43 y 44 (Tabla 8).

La RCP amplifica el ADN de 18 tipos de VPH de alto riesgo, mientras que la
CH2 detecta 13 tipos de alto riesgo. Los tipos 26, 53, 66, 73 y 82 no estan

incluidos en la CH2.

Tabla 8: Tipos de VPH de bajo riesgo detectados por los métodos RCP Seeplex®
HPV4A ACE Sreening y CH2 (HC2 HPV DNA test).

Tipo de VPH
Método Bajo riesgo
11|42 | 43 | 44
RCP X | X
CH2 X | x| X | x | x

Tabla 9: Tipos de VPH de alto riesgo detectados por los métodos RCP Seeplex®
HPV4A ACE Sreening y CH2 (HC2 HPV DNA test).

Tipo de VPH
Método Alto riesgo
16 |18]26|31|33[35[39|45|51|52|53|56[58|59|66|68|73|82
RCP | X X | X[ X | x| x| x| X|X|x|x|x|x|x]|x]|[x]X]x
CH2 X | X XX | x| x| X]|X
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Tabla 10: Comparacion entre los tipos de infeccion por VPH (infeccién mixtay alto y
bajo riesgo), detectados por los métodos RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening y
CH2 en muestras y controles.

Tipo de infeccion RCP Seeplex®

AR 64,3% (27/42)  48,9% (23/47)
Muestras IM 26,2% (11/42)  42,6% (20/47)
BR 9.5% (4/42) 8,5% (4/47)
AR 90,9% (10/11)  83,3% (10/12)
Controles IM 0% (0/11) 8,3% (1/12)
BR 9,1% (1/11) 8,3% (1/12)

AR= Alto Riesgo.
IM= Infeccién Mixta.
BR= Bajo Riesgo.

La tabla 10 representa la comparacion entre las dos técnicas, RCP
Seeplex® HPV4A ACE Sreening y CH2, en cuanto a los tipos de infeccion por
VPH en las muestras y controles. En las muestras positivas, tanto por RCP como
por CH2, se obtuvo un 64,3% (27/42) y un 48,9% (23/47) de infeccién por VPH de
alto riesgo oncogénico, respectivamente. En los controles, el mayor porcentaje de
positividad, también se obtuvo para VPH de alto riesgo oncogénico con un 90,9%
(4/42) para RCP y un 83,3% (10/12) para CH2. La RCP detect6 un 26,2% (11/42)
de infeccién mixta en las muestras y la CH2 un 42,6% (20/47). En los controles se

observé una disminucion en las infecciones mixtas, con un 0% por RCP y un 8,3%
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por CH2. Los tipos de VPH de bajo riesgo, se detectaron entre un 8,3% y un 9,5%

tanto en muestras como en controles por ambos métodos.

Tabla 11: Comparacién entre las muestras y controles positivas para VPH, por
medio de los métodos RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening y CH2, con el
diagndstico clinico.

Diagnéstico Clinico

NIC I+ NICI NIVI
Normal NICI NICII NIVI CA Cv NIV +CV  +CV A

RCP | 55%  885% 100% 100% 0% 41,6% 20% 100% 100% 15,4%
(VPH +) | (11/20) (23/26) (1/1) (3/3) (0/2) (5/12) (1/5) (4/4) (/1) (4/26)

Métodos

CH2 | 60%  84,6% 100% 100% 0% 50% 100% 75% 100% 23,1%
(VPH +) | (12/20) (22/26) (1/1) (3/3) (0/2) (6/12) (5/5) (3/4) (1/1) (6/26)

CA= Colposcopia atipica.
CV= Condilomatosis vulvar.
A= Antecedentes de infeccion por VPH.

En la tabla 11 se puede observar que, tanto la RCP como la CH2,
detectaron presencia de genoma de VPH en el 100% de las pacientes con NIC II,
NIV I'y NIV I mas condilomatosis vulvar. Del total de pacientes con NIC I, el 88,5%
(23/26) resultaron positivas para VPH por RCP y el 84,6% (22/26) por CH2. En los
casos con condilomatosis vulvar, se aprecio un 41,6% (5/12) de positividad para
VPH por RCP y un 50% (6/12) por CH2. Las muestras con NIC |y NIV I-1l, que se
detectaron positivas para VPH, representaron, el 20% (1/5) para RCP y el 100%

(5/5) para CH2, las que presentaron NIC | mas condilomatosis vulvar
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representaron el 100% (4/4) para RCP y el 75% (3/4) para CH2. Los casos de

colposcopia atipica, fueron negativas para VPH por ambos métodos.

En el total de pacientes, existe un grupo control con diagndstico clinico
normal. Sin embargo, se observo un 55% (11/20), de estos casos, positivos para
VPH por RCP y un 60% (12/20) por CH2. Por ultimo, en la tabla 11, se observa un
grupo de pacientes con antecedentes de infeccién por VPH, de los cuales el

15,4% (4/26) resultaron positivos por RCP y el 23,1% (6/26) por CH2.

La tabla 12, muestra el porcentaje de muestras que arrojaron el mismo
resultado, y el porcentaje de muestras que presentaron diferencias entre ambos
meétodos (RCP y CH2). Las muestras detectadas como positivas y negativas por
ambos métodos representan el 40% el 28,75% respectivamente, lo cual indica que
el 68,75% de las muestras presenté el mismo resultado en la evaluacion de los
dos métodos. El resto de las muestras (25/80) presentaron resultados diferentes al

comparar los métodos.

Es importante destacar que la RCP no detecté el genoma viral de 15
muestras que fueron positivas para CH2, de igual manera la CH2 no detecté la
presencia del genoma viral de 10 muestras que fueron positivas para RCP. A
pesar de esto, se encontrd que existe asociacion entre estas pruebas (p<0,05),

con un grado de acuerdo moderado (k=0,369), en las muestras (Tabla 12).
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Tabla 12: Comparacién de frecuencias entre los resultados positivos y negativos
obtenidos del procesamiento de las muestras por medio de RCP Seeplex® HPV4A
ACE Sreening y CH2 (HC2 HPV DNA test).

RCP
Positivo Negativo
Positivo 32/80 15/80
(40%) (18,75%)
N
I
)
Negativo 10/80 23/80
(12,5%) (28,75%)

Chi cuadrado (p): 0,001 (p<0,05)
Kappa (k): 0,369

En cuanto a la relacion entre los genotipos de VPH detectados por cada

método en las muestras, se encontré un 51,25% de coincidencia. Las diferencias

mas amplias se encontraron en 10 muestras que la RCP tipific6 como VPH de alto

riesgo y la CH2 como VPH de bajo y alto riesgo y 9 muestras que la RCP encontr6

negativas mientras que la CH2 las tipific6 como positivas para VPH de alto riesgo

(Tabla 13).
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Tabla 13: Comparacion de frecuencias entre los tipos de VPH obtenidos del
procesamiento de las muestras por medio de RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening

y CH2 (HC2 HPV DNA test).

RCP
**BR *AR BRy AR Negativo
B R 1/80 0/80 1/80 2/80
(1,25%) (0%) (1,25%) (2,5%)
HHAR 0/80 12/80 2/80 9/80
o (0%) (15%) (2,5%) (11,25%)
O
BRy AR 1/80 10/80 5/80 4/80
(1,25%) (12,5%) (6,25%) (5%)
Nedative 2/80 5/80 3/80 23/80
9 (2,5%) (6,25%) (3,75%) (28,75%)

Chi cuadrado (p): 0,006 (p<0,05)

Kappa (k): 0,273

*AR-RCP: 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73y 82.
*BR-RCP: 6/11

***AR-CH2: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68.
*+*BR-CH2: 6, 11, 42, 43y 44
La tipificacion de VPH, por ambos métodos en las muestras, presento

asociacion entre las variables (p<0,05), con un grado de acuerdo débil (k=0,273),

entre ambas pruebas (Tabla 13).

El porcentaje de los controles que arrojaron el mismo resultado, y el
porcentaje de controles que presentaron diferencias entre ambos métodos (RCP y
CH2) se representan en la Tabla 14. Los controles positivos por ambos métodos

representan el 45% y los negativos el 30%, lo cual indica que el 75% de los
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controles presentd el mismo resultado en la evaluacion de ambos métodos. El

resto de los controles (5/20) presentaron resultados diferentes.

Tabla 14: Comparacion de frecuencias entre los resultados positivos y negativos
obtenidos del procesamiento de los controles por medio de RCP Seeplex® HPV4A
ACE Sreening y CH2 (HC2 HPV DNA test).

RCP
Positivo Negativo
9/20 3/20
Positivo (45%) (15%)
N
I
O
2/20 6/20
Negativo (10%) (30%)

Chi cuadrado (p): 0,028 (p<0,05)
Kappa (k): 0,490

Se encontré asociaciéon entre RCP y CH2 (p<0,05), con un grado de

acuerdo moderado (k=0,490), en los controles (Tabla 14).

La Tabla 15 muestra la relacion entre los genotipos de VPH detectados por
cada metodo en los controles. Se encontré un 70% de coincidencia, destacando
que la RCP no detectd el genoma viral de 3 controles que fueron positivos para
CH2 y esta no detecto la presencia del genoma viral de 2 controles que fueron

positivos para RCP (Tabla 14).
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Tabla 15: Comparacién de frecuencias entre los resultados positivos y negativos
obtenidos del procesamiento de los controles por medio de RCP Seeplex® HPV4A
ACE Sreening y CH2 (HC2 HPV DNA test).

RCP
BR AR BRy AR Negativo
BR 1/20 0/20 0/20 0/20
(5%) (0%) (0%) (0%)
AR 0/20 7/20 0/20 3/20
o (0%) (35%) (0%) (15%)
© SR v AR 0/20 1/20 0/20 0/20
y (0%) (5%) (0%) (0%)
Neqativo 0/20 2/20 0/20 6/20
g (0%) (10%) (0%) (30%)

Chi cuadrado (p): 0,000 (p<0,05)

Kappa (k): 0,576

*AR-RCP: 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73y 82.
*BR-RCP: 6/11

**AR-CH2: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68.

****BR-CH2: 6, 11, 42,43 y 44.

La tipificacion de VPH, por ambos métodos en los controles, presentd
asociacion entre las variables (p<0,05), con un grado de acuerdo moderado

(k=0,576), entre ambas pruebas (Tabla 15).

La Tabla 16 muestra la relacién entre los resultados de RCP vy el
diagnéstico clinico de las muestras y controles. De las 100 muestras y controles
42 fueron catalogadas como verdaderos positivos (VP) y 9 como verdaderos

negativos (VN). Por otro lado, se pudieron identificar 11 falsos negativos (FN) y 38
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falsos positivos (FP). Esta relacion permitié el calculo de los indices de validez
para la prueba RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening, asi la sensibilidad del
meétodo resulté ser 79,2%, la especificidad 19,2%, el Valor Predictivo Positivo
(VPP) 53%, el Valor Predictivo Negativo (VPN) 45%, la Razén de Verosimilitudes

Positiva (RV+) 0,98 y la Razon de Verosimilitudes Negativa (RV-) 1,08.

Tabla 16: Relacion entre el resultado de RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening vy el
diagnéstico clinico y célculo de los indices de validez (Sensibilidad, Especificidad,
VPP, VPN, RV+y RV-).

Diagnostico clinico
Positivo Negativo
o
< Positivo 42 (VP) 11 (FN)
()
©
O
©
S
g Negativo 38 (FP) 9 (VN)

Chi cuadrado (p): 0,521 (p>0,05)
Kappa (k): 0,015

Sensibilidad: 79,2%
Especificidad: 19,2%

VPP: 53%

VPN: 45%

RV+: 0,98

RV-: 1,08

La relacién entre los resultados de CH2 y el diagndstico clinico de las
muestras y controles puede observarse en la Tabla 17. De las 100 muestras y
controles, 47 resultados fueron VP y 8 VN. Ademas, se identificaron 12 FN y 33

FP. Esta relacién también permitié el célculo de los indices de validez para el
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método CH2 (HC2 HPV DNA test), asi la sensibilidad del método resulté ser 80%,
la especificidad 20%, el VPP 59%, el VPN 40%, la RvV+ 1,00 y la RV- 1,00.
Tabla 17: Relacién entre el resultado de CH2 (HC2 HPV DNA test) y el diagndstico

clinico y calculo de los indices de validez (Sensibilidad, Especificidad, VPP, VPN,
RV+y RV-).

Diagnostico clinico
Positivo Negativo

N ..

5 Positivo 47 (VP) 12 (FN)
(]

©

(@]

e]

8

§ Negativo 33 (FP) 8 (VN)
ha

Chi cuadrado (p): 0,564 (p>0,05)
Kappa (k): 0,007

Sensibilidad: 80%

Especificidad: 20%

VPP: 59%

VPN: 40%

RV+: 1,00

RV-: 1,00

La prueba de independencia Chi-cuadrado, también permitié la
determinacion de la relacion entre los métodos y el diagndstico clinico. Con un
nivel de confianza del 95% (a=0,05), se obtuvo un nivel de significacion p>0,05
entre las variables RCP/Diagnéstico clinico y CH2/Diagnastico clinico, con un nivel
pobre o muy débil de concordancia k. Esto permite concluir que no existe

asociacion entre dichas variables (Tablas 16y 17).
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6.6.-_FACTORES DE RIESGO PARA LA ADQUISICION DE VPH Y PARA EL

DESARROLLO DE CANCER CERVICOUTERINO EN LAS PACIENTES

ESTUDIADAS

Los factores de riesgo para la adquisicion del virus y para la progresion de
esta infeccion a cancer cérvicouterino son diversos. En las tablas 18 y 19 se
observa un resumen de la evaluacion de estos factores en las pacientes

estudiadas.

En las pacientes que formaron parte de la muestra se registraron 24
mujeres (30%) que utilizan anticonceptivo hormonal oral, de las cuales 16 estan
infectadas por VPH de alto riesgo oncogénico. En cuanto al numero de
embarazos, sélo 1 paciente ha tenido 6 embarazos y se encuentra infectada por

VPH de alto riesgo oncogénico, lo cual es considerado un factor de riesgo.

De las 80 pacientes 17 (21,25%) indicaron fumar cigarrillo y 10 de ellas se
encuentran infectadas por VPH de alto riesgo oncogénico. EI promedio de
cigarrillos diario es 5. La mayoria de las pacientes manifestaron poseer entre 1y

4 parejas sexuales (Tabla 18).

De las 20 pacientes control, 6 (30%) manifestaron utilizar anticonceptivos
hormonales orales, de las cuales 4 se encuentran infectadas por VPH de alto
riesgo oncogeénico, el 50% manifesto tener habitos tabaquicos y la mayoria de las

pacientes indicaron tener entre 1 y 2 parejas sexuales (Tabla 19).
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Tabla 18: Factores de riesgo asociados a la adquisicion de la infeccion por VPH Yy a
la progresion de la infeccion por VPH a cancer cérvicouterino en las muestras.
*Promedio de cigarrillos diario=5

Factor de Riesgo Caracteristica Cantidad VPH-AR +
Anticonceptivo hormonal
oral Lo usan 24/80 16/24
1 8/80 6/8
N° de embarazos 2 4/80 2/4
(paridad) 3 1/80 0/1
6 1/80 1/1
Tabaquismo* Si fuman 17/80 10/17
1 38/80 22/38
2 5/80 4/5
3 9/80 719
4 11/80 7/11
N° de parejas sexuales 5 5/80 215
6 8/80 718
7 1/80 1/1
8 1/80 1/1
14 1/80 1/1
20 1/80 0/1

Tabla 19: Factores de riesgo asociados a la adquisicién de la infeccion por VPH Yy a
la progresion de lainfeccion por VPH a cancer cérvicouterino en los controles.
*Promedio de cigarrillos diario= 3

Factor de Riesgo Caracteristica Cantidad VPH-AR +
Anticonceptivo hormonal

oral Lo usan 6/20 4/6

N° de embarazos (paridad) 1 5/20 3/5

Tabaquismo* Si fuman 10/20 4/10

1 6/20 5/6

2 6/20 3/6

N° de parejas sexuales 3 1/20 0/l
4 2/20 Yo

6 1/20 0/1

9 1/20 0/1
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Otro factor importante para la adquisicion del virus es la edad de inicio de
las relaciones sexuales. La edad promedio de la primera relacién sexual en las

muestras fue de 17,6 afios £ 2,32 afios y en los controles 17,95 * 3,05 afios.

El analisis estadistico de los factores de riesgo, no encontré asociacion
entre estas variables y el nUmero de muestras y controles positivos para VPH de

alto riesgo oncogénico (p>0,05).

Por otro lado, la carga viral ha sido estudiada como un factor probable de la
progresion a cancer cérvicouterino de la infeccién por VPH. En el caso de la CH2
la carga viral es un valor semicuantitativo. En la tabla 20 se presentan los valores

obtenidos en las muestras y controles.

La mayoria de las muestras positivas para VPH de bajo riesgo por el
método CH2 presentaron una carga viral entre muy baja y baja, al igual que la
mayoria de las muestras positivas para VPH de alto riesgo. En cuanto a los
controles se pudo apreciar, al igual que en las muestras, que la mayoria de los
VPH positivos para bajo y alto riesgo presentaron una carga viral entre muy baja y

baja (Tabla 20).
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Tabla 20: Carga viral semicuantitativa de muestras y controles.

Carga Viral

Muy baja- Media Alta
Tipo de VPH Baja (1-100 (100-500 (méas de 500
URL/CO) URL/CO) URL/CO)

BR (Muestras) 16 4 4
AR (Muestras) 35 7 1
BR (Controles) 2 0 0
AR (Controles) 9 1 1

Es importante destacar que, el andlisis estadistico entre el diagndstico

clinico y la carga viral obtenida, arroj6 que no existe asociacion entre estas

variables, es decir p>0,05.
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VIl.- DISCUSION

El estudio comparativo entre los métodos especificos RCP Seeplex®
HPV4A ACE Sreening y CH2 (HC2 HPV DNA test), se llevé a cabo en un grupo de
100 mujeres jévenes que asisten a la consulta ginecologica en OBE-UCV. La
edad promedio de la muestra estudiada correspondié a 24,78 £ 5,27 afos, Yy la
de las pacientes control a 21,30 + 3,96 afios. Tomando en cuenta estos datos es
importante destacar que, los datos epidemioldgicos actuales demuestran que el
cancer cérvicouterino ocupa el primer lugar de los canceres mas frecuentes en las
mujeres con edades comprendidas entre 15 y 44 afios en Venezuela (WHO/ICO
HPV Information Centre, 2010), de aqui podemos realzar la importancia que tiene

este tipo de estudio en la poblacion joven venezolana.

En cuanto al diagndstico clinico de las pacientes, se observo que la mayoria
presentaron lesiones de bajo grado, antecedentes de infeccion por VPH vy

condilomatosis vulvar (Tabla 7).

En la actualidad, la deteccién vy tipificacion de VPH puede realizarse por
diversos meétodos, sin embargo, no todos poseen las mismas caracteristicas,
objetivos y costos. Los métodos RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening y CH2
(HC2 HPV DNA test), fueron utilizados para la deteccion y tipificacion de VPH en

las pacientes, asi como para el estudio comparativo y analitico.
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Los resultados obtenidos en la comprobacion del material genético
resultaron satisfactorios, ya que el 100% de las muestras y controles amplificaron
la banda de la B-globina, corroborandose de esta manera la calidad de la toma de
muestra, asi como su conservacion y el adecuado procedimiento de extraccion de
ADN.

Por otro lado, el método RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening detecto la
presencia del genoma de VPH en 52,5% (42/80) de las muestras y 55% (11/20) de
los controles y CH2 en 58,75% (47/80) muestras y en 60% (12/20) de los
controles. Correnti y col., (2010) encontraron un porcentaje similar (54,6%) en la

deteccién de VPH por CH2 en un grupo de mujeres venezolanas.

Las pacientes tomadas como control, tienen la caracteristica de ser mujeres
jévenes sin diagnostico clinico sugestivo de infeccion por VPH, es decir pacientes
“sanas”, a pesar de esto el porcentaje de positividad fue alto. Diversos estudios
llevados a cabo en pacientes “sanas”, han reportado presencia de genoma de
VPH. Recientemente Horto y col., (2010), Jing y col., (2010) y Shim y col., (2010)
en sus estudios en Brasil, China y Korea encontraron un porcentaje de 27,4%
(66/241), 13,3% (665/4.987) y 23,3% (55/235) respectivamente, de muestras
positivas para VPH en mujeres sin antecedentes de alteraciones cervicales y con
citologia normal. Asi mismo, De Sanjosé y col. (2007) realizaron una revision
sistematica de la literatura (78 estudios), para estimar la edad y la prevalencia de
VPH en mujeres con citologia normal de todo el mundo, registrando una
prevalencia global de VPH en 15.879 mujeres con citologia cervical normal de

10,4%, las estimaciones correspondientes por regiones fueron: Africa 22,1%,
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Ameérica Central y México 20,4%, América del Norte 11,3%, Europa 8,1% y Asia
8%. .En todas las regiones del mundo estudiadas, la prevalencia de VPH fue mas
alta en mujeres menores a los 35 afios de edad. En nuestro pais, Correnti y col.,
(2002) también encontraron en un estudio un 45% de muestras positivas para
VPH, en pacientes con citologia normal. Estos registros son evidencia que el VPH
se presenta en un porcentaje importante de mujeres como infeccion latente, que
se caracteriza por el mantenimiento del virus en un nivel bajo, sin formacién o con
minima formacién de viriones completos. Ordi (2005) y Ling y col.,, (2002),
exponen que en la infeccién latente, el ADN virico permanece en el ndcleo en
forma episémica y en esta forma de infeccion no se detectan alteraciones
citolégicas ni histologicas, y la infeccion puede detectarse Unicamente por
métodos moleculares muy sensibles, como la RCP. A pesar de estos resultados
en las pacientes control, es importante resaltar que, algunos estudios han sugerido
gue la mayoria de las mujeres eliminan con éxito la infeccion por VPH (Méndez,
2007). Sin embargo, si estas pacientes se mantienen infectadas por VPH de alto
riesgo oncogénico por 10 o 20 afios, corren el riesgo de tener una progresion a

cancer cérvicouterino.

La RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening y el método CH2 permitieron,
ademas de detectar el genoma viral de VPH, identificar los tipos virales presentes
en las muestras y controles, siendo el genoma viral de alto riesgo el de mayor
porcentaje en las muestras estudiadas por ambos métodos (90,5% (38/42) y
91,5% (43/47), respectivamente). En los controles se logré identificar, de igual

manera, un 90,9% (10/11) de positividad para VPH de alto riesgo oncogénico por
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RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening y un 91,6% (11/12) por CH2,
evidenciandose asi, una vez mas, que las pacientes control posiblemente estén en
un estado latente de la infeccién por VPH, ya que estan afectadas por el genoma
viral de alto riesgo oncogénico y no presentan lesiones citolégicas e
histolégicamente detectables. Lo contrario ocurre con VPH de bajo riesgo
oncogeénico, el cual presenta, en su mayoria, lesiones de tipo verrugosas de facil

deteccion.

Otra caracteristica, que posiblemente esta relacionada con la infeccion por
VPH de alto riesgo en las pacientes control, es la carga viral semicuantitativa
calculada por CH2 (Tabla 20). Tirado y col., (2005), destacaron a la carga viral de
VPH de alto riesgo calculada por CH2, como un cofactor y posible promotor del
desarrollo de lesiones malignas en el cuello uterino e indicaron que puede
contribuir a mejorar la prevenciéon y deteccion temprana de la enfermedad. Los
tipos de VPH de alto riesgo detectados en los controles, en su mayoria (9/11),
presentaron una carga viral entre muy baja y baja, sin embargo, las muestras
también presentaron esta caracteristica. Ordi (2005), explica que la expresiéon del
ADN viral en algunas mujeres tiene lugar (probablemente) de forma transitoria o
intermitente, lo que explica la gran variacion en los resultados cuando se realizan
multiples estudios en el tiempo y con diferentes metodologias. Tomando en cuenta
esto, se destaca que, en el presente estudio no se encontré asociacion entre las
lesiones presentadas por las pacientes en su diagnostico clinico con la carga viral

detectada por CH2, sin embargo es evidente que las muestras y controles en
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general, presentan lesiones de bajo grado (Tabla 7) con carga viral entre muy baja

y baja (Tabla 20).

En relacion a la presencia de coinfecciones, de mas de un genotipo viral, se
detectd por RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening un 26,2% (11/42) en muestras y
un 9,09% (1/11) en controles. Las pacientes infectadas con VPH de bajo riesgo
oncogeénico, presentaron un porcentaje bajo, tanto en la muestra (9,5%) como en

los controles (9,09%).

Los tipos de VPH méas comunes, detectados en este estudio fueron en
primer lugar el grupo de VPH-AR (26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66,
68, 73 y 82), en segundo lugar VPH de bajo riesgo tipo 6/11, en tercer lugar VPH
de alto riesgo 16 y por ultimo VPH tipo 18. En el mundo, los tipos de VPH mas
comunes son el 16 y el 18, sin embargo estos resultados resaltan un mayor
porcentaje en la prevalencia de otro grupo de VPH de alto riesgo (VPH-AR) por el
método RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening. Horto y col., (2010), encontraron
en Brasil en primer lugar el tipo 16, seguido de los tipos: 31, 66, 53, 71, 11, 61y
59; el tipo 18 fue detectado apenas en un 0,8% (2/241) de la muestra estudiada.
De igual manera Watt y col., (2009) reportaron los tipos de VPH 45 y 58 como los

mas comunes en un estudio realizado en Jamaica.

En cuanto a los controles, se evidencio que el 63,6% (7/11) se encuentran
infectados por uno o algunos de estos tipos de VPH-AR, lo que corresponde con

los estudios realizados por De Sanjosé y col., (2007), quienes afirman que a nivel
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mundial la contribucion relativa de VPH 16 y 18 es sustancialmente menor en las
mujeres citolégicamente normales. Es importante destacar que, aunque existan
evidencias de trabajos cientificos que indican la prevalencia, en mayor proporcion,
de otros tipos de VPH del alto riesgo diferentes a los tipos 16 y 18, no son
determinantes para concluir que en Venezuela existe esta tendencia; en nuestro
pais no existen datos epidemioldgicos de la poblacién concluyentes en cuanto a
los tipos de VPH mas comunes en la poblacion. A pesar de esto, es una realidad
gue existen otros tipos de VPH circulando en la poblacién que no estan incluidos
en la vacuna bivalente ni tetravalente. Al respecto Horto y col., (2010) indican que
a pesar que no existe una respuesta para la cobertura de los tipos de VPH no
incluidos en las vacunas, algunos estudios sugieren la inmunidad de las vacunas
contra otros tipos de VPH oncogénicos por reaccion cruzada. Mientras no se
obtiene respuesta ante estos casos, es importante reforzar los programas de
educaciéon sexual en jévenes y los programas de cribado en todos los paises del
mundo. Refiriéendose al mismo tema de los diferentes tipos de VPH circulante,
Diestro y col., (2007), indican que por la distinta prevalencia de tipos virales a nivel
mundial, podrian generarse combinaciones de vacunas de VPH distintas,

dependiendo de la poblacion en la que se aplique el programa de inmunoprofilaxis.

La problematica mundial relacionada con VPH y el cancer cérvicouterino, ha
llevado a los investigadores a desarrollar una gran variedad de metodologias
dirigidas a la deteccion molecular del virus. En este caso, los métodos RCP
Seeplex® HPV4A ACE Sreening y CH2 fueron disefiados para tal fin. Ambos

meétodos detectan VPH de alto y bajo riesgo oncogénico, sin embargo poseen sus
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diferencias. La RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening permite tipificar por
separado los tipos 16, 18, 6/11 y agrupa genotipos de alto riesgo (VPH-AR),
mientras que la CH2 incluye en un grupo los tipos de bajo riesgo y en otro los de
alto riesgo. La CH2 detecta 3 tipos mas de VPH de bajo riesgo oncogénico que la
RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening y esta detecta 5 tipos mas de VPH de alto
riesgo oncogénico que la CH2 (Tablas 8 y 9). Otras caracteristicas importantes de
la CH2, es que esta aprobado por la FDA y permite procesar hasta 40 muestras al

mismo tiempo.

Realizando una comparacion de frecuencias entre los resultados positivos y
negativos obtenidos del procesamiento de las muestras por medio de ambos
métodos, se obtuvo un 68,75% de las muestras y un 75% de los controles con el
mismo resultado. El analisis estadistico con la prueba de independencia Chi-
cuadrado determind, que existe asociacion entre los resultados positivo/negativo
de muestras y controles procesados por ambos métodos, con un grado de
acuerdo o concordancia moderado entre ambas (Kappa=0,369 para muestras y
Kappa=0,490 para controles), estos resultados concuerdan con Cafiadas y col.,
(2006) y Monsonego Yy col., (2008). El nivel de concordancia entre ambos métodos
permite establecer una diferencia entre estos y el diagndéstico clinico, ya que el
analisis estadistico entre RCP/Diagnostico clinico y CH2/Diagnostico clinico
determind que no existe asociacion entre dichas variables. Por tal motivo, en la
actualidad existen diversos debates sobre la posibilidad de incluir los métodos de
biologia molecular, para la deteccion de VPH, en los programas de cribado y en

las consultas ginecologicas de rutina. En una revision del cribado cervical, la
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Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC) reconocio que las
pruebas moleculares de deteccidén del VPH son una opcion aceptable, afirmando
que: “Existe evidencia suficiente, obtenida a partir de marcadores alternativos, que
la eficacia de las pruebas de deteccion de VPH, como modalidad de cribado
primario y utilizando un sistema validado, puede ser al menos igual de buena que

la de la citologia convencional” (HPV Today 20, 2009).

Las diferencias observadas entre los resultados obtenidos en el diagnéstico
clinico y las pruebas de biologia molecular han sido reportadas en diversas
publicaciones. Garcez y col., (2006), encontraron que un resultado positivo de Pap
no indica necesariamente la presencia de VPH y ademas que la correlacion
existente entre RCP y CH2 y sus diferencias con el Pap, se pueden atribuir al
hecho de que ambos métodos detectan infecciones latentes, mientras que el Pap

detecta solo alteraciones celulares microscopicas.

En relacién a los genotipos de VPH detectados por ambas técnicas, se
observdé que la correlacion fue positiva, es decir, existe asociacion entre los
resultados de muestras y controles en cuanto a los tipos de VPH detectados por
ambos métodos, con un grado de concordancia de débil a moderada
(Kappa=0,273 para las muestras y kappa=0,576 para los controles). En las
muestras se encontré un 51,25% de coincidencia y en los controles un 70%. Es
importante destacar que, las diferencias mas altas se encontraron en 10 muestras
que la RCP tipific6 como VPH de alto riesgo y la CH2 como VPH de bajo y alto

riesgo, esto puede deberse a la diferencia que existe entre los métodos, en
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relacion a los 3 tipos de VPH de bajo riesgo que el método CH2 detecta y la RCP
no.

Ademas de las pruebas estadisticas Chi-cuadrado y kappa, existen indices
de validez que permiten determinar cuanto se aproxima una medida al valor real
que pretende medir. La sensibilidad y especificidad son indices de validez por
excelencia, basados en una prueba de referencia. En este caso se utilizo el
diagnéstico clinico como prueba de referencia para el calculo. Las sensibilidades
calculadas para RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening y CH2 fueron de: 79,2% y
80% respectivamente y la especificidad de 19,2% y 20% respectivamente. La
literatura reporta valores de sensibilidad y especificidad para estos métodos entre
el 70% y el 100% (Ordi 2005; Garcez y col., 2006; Qiao, (2008), Tsiodras y col.,
2010 y Shim y col., 2010). Es importante resaltar que si bien la validez de un
método depende exclusivamente del mismo método, las estimaciones numéricas
gue se obtienen de la misma dependen de las caracteristicas clinicas de los

pacientes estudiados.

La sensibilidad del 79,2% y 80%, representa la probabilidad de clasificar
correctamente a una paciente positiva para la infeccion por VPH. Asi, la
especificidad de 19,2% y 20% representa la probabilidad de clasificar
correctamente a una paciente como sana o negativa para VPH. Shah y col. (1997)
en un estudio comparativo entre RCP y CH2 obtuvieron que la RCP tiene una alta
sensibilidad (89% vs. 48%) pero una baja especificidad (43% vs. 93%) para la
deteccién de VPH comparado con CH2. Ademas de estos investigadores, Shim y

col., (2010), Tsi Monsonego y col. (2008), reportaron una especificidad de CH2 de
100



39,3%, otros investigadores como Garcez y col., (2006) y Dillner, (2001), registran
valores de especificidad para CH2 entre 59% y 61%. Los valores de las diferentes
literaturas, indican que el calculo de los indices de validez depende de las

caracteristicas de la muestra en cada estudio.

El VPP para RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening fue de 53%, mientras
que para CH2 fue de 59%. Este indice indica la proporcién de pacientes con
resultado “positivo” que verdaderamente poseen la infeccion. Los valores
obtenidos son intermedios en este indice, lo que indica un valor de prediccion
regular de los métodos para individuos con infeccién por VPH. El VPN para RCP
Seeplex® HPV4A ACE Sreening fue de 45% y para CH2 40%, estos indices son
relativamente bajos y representan la proporcion de pacientes con resultados

“negativos” que realmente son sanos.

Las razones de probabilidades son indices bastante utiles para los métodos
diagnésticos ya que relacionan la sensibilidad con la especificidad. En el caso de
la RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening se obtuvo un valor de razon de
verosimilitud positiva de 0,98, esto quiere decir que un paciente positivo para VPH
por este método es 0,98 veces mas probable que realmente tenga la infeccion. El
mismo analisis aplica para el valor de RV+ de CH2 (1,00). La RV- para RCP
Seeplex® HPV4A ACE Sreening fue de 1,08 y para CH2 1,00. Esto significa que
un paciente negativo para VPH por este método es 1,08 o 1,00 (dependiendo del

caso) veces mas probable que realmente sea sano.
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De manera general, los métodos evaluados muestran valores de
sensibilidad y especificidad relativamente altos y cercanos entre si, y aunque estas
dos técnicas son las mas utilizadas a nivel mundial para la deteccion de VPH,
ambas poseen ventajas y desventajas. Como lo describen Cafiadas y col., (2006),
la CH2 es una técnica que puede aplicarse en los laboratorios con facilidad,
aunque puede tener cierto grado de reacciones cruzadas con algunos tipos de
VPH y por los momentos la técnica no permite conocer los tipos especificos de
VPH, lo que puede ser un factor limitante en los programas de cribado y
vacunacion. Los métodos basados en RCP permiten conocer los tipos especificos
de VPH y las infecciones mdltiples, lo que posibilita el seguimiento particular de la
persistencia de la infeccion. A pesar de estos factores positivos de la RCP, existen
desventajas como la necesidad de contar con espacios adecuados y personal con
experiencia para minimizar los riesgos inherentes a las técnicas de amplificacion,

como por ejemplo: la contaminacion.

La RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening y la CH2 son dos métodos
comparables para la deteccion y tipificacion de VPH, ya que son técnicas
estandarizadas que detectan un numero similar de tipos de VPH. Es importante
para las investigaciones sobre VPH, la introduccion de nuevas pruebas que sean
rapidas, faciles, sensibles, especificas, con aplicacion a gran escala y costo
moderado para poder contribuir con la deteccion temprana de la infeccion y evitar
la progresion a cancer cérvicouterino. Estas nuevas técnicas deben acompanarse

de una evaluacion de la validez interna de las mismas (Cafadas y col., 2006).
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En el estudio, también se realizO una encuesta que arrojé datos
relacionados con los factores de riesgo asociados a la adquisicion de la infeccion
por VPH (edad de la primera relaciéon sexual y nimero de compafieros sexuales) y
los asociados a la progresion de la infeccién a cancer cérvicouterino (paridad, uso
de anticonceptivos orales y tabaquismo). El inicio de las relaciones sexuales en
muestras y controles se registro en unas edades promedio de 17,6 + 2,32 afios y
17,95 * 3,05 afios respectivamente. En estudios se ha demostrado que la mayoria
de las mujeres inician sus relaciones sexuales antes de los 20 afios (Tirado y col.,
2005). En cuanto al niumero de parejas sexuales, 46,45% de la muestra indico
tener mas de 3 parejas sexuales a lo largo de su vida. Diestro y col., (2007)
describen la prevalencia de las infecciones por VPH en grupos de edad entre los

15 a 25 afios, indicando que esta cifra esta entre el 30% y el 40%.

Con respecto al numero de embarazos, se considera como factor de riesgo
las mujeres que tiene mas de tres. En la muestra sélo 2 de 80 mujeres indicaron
presentar esta condicién y en los controles ninguna paciente la posee. En un
estudio realizado en cuatro continentes, se determind que las mujeres con tres o
cuatro embarazos tienen un riesgo 2,6 veces mas alto de aparicion de cancer
cérvicouterino que aquellas que nunca han estado embarazadas, las mujeres con

7 embarazos 0 mas, presentan un riesgo 3,8 veces mayor (Muioz y col., 2002).

En relacion al consumo de cigarrillos, el 21,25% de la muestra reporto tener
habitos tabaquicos y consumir un promedio de hasta 5 cigarrillos diarios, en los

controles se obtuvo un 50% de mujeres fumadoras con un promedio de 3
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cigarrillos diarios. De las mujeres que presentaron habitos tabaquicos, existen 14
infectadas por VPH de alto riesgo. El tabaquismo se encuentra entre los
cofactores ambientales mas uniformemente identificados con la probabilidad de
influir en el riesgo de padecer cancer cérvicouterino; los estudios revelan que el
riesgo para las fumadoras actuales al menos duplica el de las no fumadoras

(Szarewski y Cuzick., 1998, Hildeshelm y col., 2001 y Castellague y col., 2002).

Los anticonceptivos orales son utilizados por un total de 30 de las 100
pacientes, de las cuales 20 se encuentran infectadas por VPH de alto riesgo
oncogeénico. Existen investigaciones que indican que hay una relacion potencial a
largo plazo entre el uso prolongado de anticonceptivos orales y la aparicion del
cancer cérvicouterino en pacientes infectadas por VPH de alto riesgo oncogénico

(Moreno y col., 2002).

Otro factor que ha sido considerado de riesgo para la progresion a cancer
cérvicouterino es la intensidad de la infeccidn. Existen algunos estudios donde se
evalla la relacion de la carga viral con la presencia de displasias y cancer in situ.
Asi mismo, se ha notificado la existencia de mujeres jévenes con citologia normal
pero con carga viral alta del tipo 16, las cuales corren el riesgo elevado de
desarrollar neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC), sobre todo si esta carga
viral persiste en el tiempo (Tirado y col.,, 2005). Las pacientes estudiadas
presentaron carga viral por CH2 entre muy baja y baja, como se explico
anteriormente. Estas pacientes al ser jovenes no presentan (en su mayoria)

lesiones cévicouterinas avanzadas como NIC Il y NIC Il o carcinoma in situ (Tabla
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7), lo que puede explicar la baja carga viral semicuantitativa obtenida (Tabla 20).
Sin embargo, si la carga viral de estas jovenes aumenta y persiste en el tiempo,
sumado a otros factores, existe una alta probabilidad de la iniciacion de eventos

cancerigenos como la integracion viral y posteriores lesiones intraepiteliales.

La importancia de la deteccion temprana de las infecciones latentes en las
pacientes control positivas para VPH con carga viral de media a alta, asi como en
las pacientes con diagnostico clinico sugestivo de infeccion por VPH, radica en
que permite realizar un diagnoéstico temprano y ubicar las mujeres que se
encuentran en riesgo probable de presentar una infeccion persistente (con un
mismo tipo viral de alto riesgo), que en un periodo aproximado de 10 afios, al
persistir la infeccién, pueden desarrollar lesiones que pueden progresar a cancer
cérvicouterino. La concientizacién de la mujer joven, sobre la importancia de asistir
periodicamente al ginecologo para evaluar el estado del cuello uterino, es clave
para lograr programas de cribado exitosos que permitan disminuir las tasas de

incidencia del cancer cérvicouterino en nuestro pais y en el mundo.

Ademas de la deteccion temprana de VPH y el andlisis comparativo y
estadistico de los métodos, este estudio es importante debido a que el IOH-MPPS
es el centro de referencia nacional para el diagnostico de VPH y la utilizacion del
método CH2, que es la prueba de oro o la “gold estandar” aprobada por la FDA
para el diagnéstico molecular de la infeccion por VPH, permitié la dotacion de los

estuches comerciales de la nueva prueba RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening
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por parte de la casa productora, con la finalidad de que dicho centro realice los

analisis de concordancia y discordancia entre los dos métodos.
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VIIl.- CONCLUSIONES

Las pacientes presentaron una edad promedio de 24,78 + 5,27 afios y la
mayoria presentaron lesiones de bajo grado, antecedentes de infeccion por
VPH y condilomatosis vulvar.

La RCP con los iniciadores MY09 y MY11 permitié la comprobacion de la
calidad del ADN extraido, obteniéndose un 100% de las muestras con la
banda de 268 pb de la 3-globina amplificada.

Las muestras positivas para VPH fueron: 52,5% con la RCP Seeplex®
HPV4A ACE Sreening y 58,75% con la CH2. Los controles positivos para
VPH correspondieron a: un 55% con RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening
y 60% con CH2.

El tipo de VPH més comun encontrado en las muestras y controles, tanto
por RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening como por CH2, fué el de alto
riesgo oncogeénico.

La RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening detectd en mayor porcentaje
(71,4% (30/42) para muestras y 63,6% (7/11) para controles) la banda de
465 pb de VPH-AR que incluye los tipos: 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53,
56, 58, 59, 66, 68, 73y 82.

Se encontré un 68,75% de correlacion entre los resultados positivos y
negativos de RCP Seeplex® HPV4A ACE Sreening y CH2 en las muestras
y un 75% en los controles. Ademas, se registrd una asociacion entre estos

resultados por la prueba estadistica de independencia Chi-cuadrado y un
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grado de acuerdo o concordancia moderado con la prueba estadistica
Kappa.

La tipificacion de VPH por los métodos RCP Seeplex® HPV4A ACE
Sreening y CH2, obtuvo un 51,25% de coincidencia en las muestras y un
70% en los controles. La prueba estadistica Chi-cuadrado encontro
asociacion entre los resultados con un grado de acuerdo moderado Kappa.
Las pruebas estadisticas Chi-cuadrado y Kappa no indicaron asociacion
entre las pruebas RCP/Diagnastico clinico y CH2/Diagndstico clinico.

El método CH2 presenté mayor sensibilidad que la RCP Seeplex® HPV4A
ACE Sreening (80% y 79,2%, respectivamente) y la especificidad de la RCP
Seeplex® HPV4A ACE Sreening fue menor que la de CH2 (19,2% y 20%
respectivamente).

Las pruebas estadisticas Chi-cuadrado y Kappa no indicaron asociacion
(p>0,05), entre las variables factores de riesgo y pacientes positivas para
VPH de alto riesgo oncogénico.

No se encontr6 asociacion entre la carga viral determinada por CH2 vy el

diagnéstico clinico de las pacientes.
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IX.- RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar futuras investigaciones dirigidas a la poblacion joven
y con una muestra representativa, con la finalidad determinar los tipos de VPH
mas comunes, para confirmar la viabilidad de la introduccion de la vacuna en el
pais.

Ademas, la investigacion cientifica, el calculo de indices de validez y las
pruebas estadisticas de los nuevos métodos de deteccion de VPH, deben
continuar desarrollandose a la par de los nuevos avances en la biologia molecular
y la medicina sobre las vacunas y los tratamientos para combatir el cancer

cérvicouterino.
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ANEXOS
ANEXO 1: Consentimiento informado

INSTITUTO DE ONCOLOGIA Y HEMATOLOGIA
MINISTERIO DEL PODER POPULAR PARA LA SALUD
UNIVERSIDAD CENTRAL DE VENEZUELA.
CARACAS.

Estudio comparativo entre dos técnicas (Captura de Hibridos y RCP) para la
deteccion de Virus de Papiloma Humano (VPH) en areas genitales de jovenes con
diagndstico clinico sugestivo de infeccion viral.

Yo, , portador de la cédula de

identidad N° , hago constar que he sido informado sobre el

estudio del Virus de Papiloma Humano relacionado con este proyecto; por lo cual accedo
voluntariamente a que se me realicen los estudios clinicos en el laboratorio especializado
pertinente.

Los resultados seran guardados con estricta confidencialidad y se me suministraran si los
requiero. Hago explicito que en mi caracter de participante voluntario podre retirarme del
estudio en el momento que lo crea conveniente sin ninguna consecuencia.

En caso de ser participante voluntario menor de edad el representante legal se hara
responsable de lo anteriormente expuesto.

En Caracas, a los dias del mes de de 20 )

Firma del participante voluntario:

Teléfono de localizacion:

En caso de ser paciente menor de edad firma el representante legal:
Firma C.l

Responsable:
Dra. Maria Correnti.

Laboratorio de Genética Molecular.
Instituto de Oncologia y Hematologia. Telef. 605.06.47
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