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RESUMEN

El presente estudio realizé la deteccién y tipificacién del virus papiloma
humano (VPH) mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), en un
grupo de 58 mujeres asintomaticas, las cuales acudieron a el Centro de
Medicina Preventiva Brisas de Carabobo, de la ciudad de Valencia, entre
febrero y marzo del ano 2002. Se detect6 a través de la PCR 34,5 % (20/58)
de casos positivos, mientras que la citologia identific6 18,2 % (8/44) de
infeccién por VPH. Predominaron los genotipos de riesgo intermedio con 42,9
% (9/21), con respecto a los de bajo riesgo con 38,1 % (8/21) y los de alto
riesgo con 19 % (4/21). Las cepas mas frecuentes fueron para el grupo
intermedio la 45, mientras que para los grupos de bajo y alto riesgo fue la 6y
16 respectivamente. Por otro lado, factores relacionados con la infeccion por
VPH, como: edad, multiparidad, relaciones sexuales a temprana edad, habito
de fumar y promiscuidad no fueron estadisticamente significativas (p>0,05).
En conclusién, la PCR detecté mayor numero de mujeres con VPH que la
citologia, el diagnéstico de la infeccién por VPH en mujeres asintomaticas
presentd una alta frecuencia de cepas de riesgos intermedio y alto (61,9 %).

Palabras clave: VPH, PCR, cancer de cuello uterino.
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ABSTRACT

Diagnosis of human papillomavirus in uterine cervix of women undergoing
annual cytologic checkup.

The present study carried out human papillomavirus (HPV) detection
and genotyping by polymerase chain reaction (PCR) in a group of 58
asymptomatic women attending the Preventive Medicine Center Brisas de
Carabobo in the city of Valencia, between February and March 2002. 34.5 %
(20/58) positive cases were detected by PCR, while cytology identified 18.2
% (8/44). Intermediate risk genotypes prevailed, 42.9 % (9/21), over low risk,
38.1 % (8/21); and high risk, 19 % (4/21). The most frequent strain for the
intermediate group was 45, while those for the low and high risk groups were
6 and 16, respectively. Other factors related to HPV infection such as age,
multiparity, sexual relations at a young age, smoking habit and promiscuity
were not statistically significant (p>0.05). In conclusion, PCR detected more
women with HPV than cytology. HPV diagnoses in asymptomatic women
presented a high frequency of intermediate and high risk strains (61.9 %).

Key words: HPV, PCR, uterine cervix cancer.

INTRODUCCION

El cancer de cuello uterino se ubica entre la primera a tercera causa
mundial de cancer en mujeres, con cerca de 400.000 casos diagnosticados
por afo. En paises subdesarrollados, representa un problema de salud
publica por la alta morbimortalidad. En Venezuela, constituye el cancer mas
frecuente en mujeres (1-4). El virus papiloma humano (VPH) ha surgido en
los ultimos 15 afnos como el factor etiolégico méas importante del cancer
cervical (5,6). Hasta el presente, se han reconocido mas de 90 tipos de VPH,
de los cuales 35 afectan las mucosas, que pueden agruparse de acuerdo al
riesgo oncogénico en tipos de: alto (AR), intermedio (RI) o bajo riesgo (BR).

Estudios han demostrado que el VPH-AR esta presente en maéas del
99,7 % de los carcinomas invasores cervicales (6-9). Ademas, estudios
prospectivos de mujeres con citologias morfolégicamente normales vy
anormales, han mostrado que la infeccion persistente con VPH-AR precede a
la neoplasia intraepitelial cervical (NIC) (lesién precursora del carcinoma
cervical invasor, subclasificada de | a Ill, de acuerdo a su extensién en el
epitelio) y que la infeccién persistente es necesaria para el desarrollo vy
progresion de estos NIC (6,8).

Cuando la mujer es sexualmente activa, aumenta el riesgo de infeccion
con VPH-AR. En 80 % de las mujeres infectadas, la infeccion es transitoria,
no se desarrolla NIC, y el virus desaparece en 6 a 8 meses. Una respuesta
de anticuerpos neutralizadores contra el VPH-AR parece proteger a estas
mujeres del desarrollo de NIC. En el otro 20 % de las mujeres infectadas con
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VPH-AR, se desarrolla NIC; pero en la mayoria de éstas, el virus también
desaparece y la lesién subsecuentemente también.

El desarrollo de una respuesta de células T citotéxicas contra el VPH
es probablemente esencial en este proceso, lo cual es reflejo de un sistema
inmune competente. Sin embargo, en un pequefio grupo de mujeres, el virus
no desaparece, y la infeccién se hace persistente (6,7). Esto puede llevar al
mantenimiento del NIC o progresién de NIC | a NIC Ill, y luego a carcinoma
invasor. El tiempo de evolucién de NIC | a carcinoma invasor es muy
variable, depende del tipo de cepa infectante, la inmunidad del huésped y la
carga viral, generalmente es de 10 a 20 afos (3,10). La citologia cérvico-
vaginal sigue siendo el pilar de la deteccién precoz del cancer cervical, pero
modelos méas recientes de carcinogénesis sugieren que la deteccion del ADN
viral por el método de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), es mas
sensible que la citologia (11,12).

El ADN viral es detectado en practicamente todos los carcinomas
cervicales, y la prevalencia aumentada de VPH se observa con el aumento de
la severidad del NIC. Debido a esta asociacion, se ha sugerido que la
deteccion de cepas de VPH-AR pueda ser utilizada como herramienta en la
identificacion de mujeres con mayor riesgo para desarrollar cancer cervical.
En este contexto, se ha demostrado que las mujeres con cepas de VPH-AR,
con frotis citolégicos normales, presentan 116 veces mas riesgo de
desarrollar NIC Il que las mujeres con citologia normal sin VPH o con cepas
de BR (13-16).

En este trabajo se estudidé la frecuencia de la infeccion por VPH en
pacientes asintomaticas y sin lesiones evidentes, asi como cuales son las
cepas mas frecuentes y su asociacion con la edad, numero de parejas
sexuales, paridad, habitos tabaquicos y resultado de la citologia.

MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron 58 pacientes sucesivas que acudieron a la consulta
de planificacion familiar y control ginecolégico del Centro de Medicina
Preventiva Municipal Brisas de Carabobo de Naguanagua, Valencia, en el
periodo comprendido entre febrero y marzo del afo 2002. Las pacientes
fueron asintomaticas y no presentaron lesiones sugestivas de infeccion por
VPH al examen ginecoldgico, excluyéndose en el estudio una paciente cuyo
estudio posterior reveld la presencia de algun tipo de NIC. La muestra para
estudio citoldégico se tomo6 segun la técnica habitual y coloreada segun la
técnica de Papanicolaou. La muestra para PCR se obtuvo mediante un raspado
firme, pero sin producir sangrado, con hisopo estéril del exocérvix vy
endocérvix, éste se colocé en un vial y preserv6 a 4°C hasta su
procesamiento.

Para evitar contaminacion en la amplificacion, la PCR se realiz6 en tres
etapas: 1) preparacion de la muestra, 2) ensamblaje de la reacciéon y 3)
visualizacion del producto. Por cada muestra, a un tubo de reacciéon con 4517 |
de la soluciéon &-globina se anadié 51 L de ADN extraido, colocandose en un
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termociclador PTC-100 De M.J-Research, Inc. (para los cebadores
S7/S8), con los siguientes ciclos: 4 minutos a 94°C donde se llevé a cabo el
primer ciclo de desnaturalizacién, 30 segundos a 94 ¢ C para completar el
ciclo de desnaturalizaciéon, 1 minuto a 55°C para el ciclo de hibridacién de los
cebadores en el ADN y 90 segundos a 72° C para la extension, y 10 minutos
a 72°C para la extensién final. En un gel de agarosa al 2 % preparado en
soluciéon 0,045 M Tris Borato, 0,001 M EDTA, pH 8,0 (TBE 1X) mas bromuro de
etido 0,51 g/ml, se coloca una mezdacon 7 1 L del producto amplificadoy 2 1L de soludén
de corga, induyendo 0,5 1 g de marcodor de peso molecular 100 po DNA Ladder (Promega),
para correrlos en electroforesis de 120 voltios por 1 hora. Las bandas se visualizaron en un
transiluminador de luz ultravioleta.

Se consideraron positivos los que tuvieron una talla amplificada de 450 pb
correspondiente al genoma del VPH. Se realiz6 una mezcla con 511 de lcs muestros en Ios
cudes se otuvo ADN amplificadle con &-globina, mas un tubo de reaccién para cada una de
ellas, se utilizaron los cebadores de la L1 dentro del ORF denominado MY09 y MY11, que
amplificé una talla de 450 pares de base (pb) y se empled como control positivo a la dilucién
de células Hela (entre 20 y 40 copias de VPH-18 por célula) y como control negativo ADN de
células humana que no contiene el genoma de VPH.

La sensibilidad se estimd en 10 células Hela. Para la amplificacion se
utilizé una mezcla suministrada por el kit PVHFast. De las muestras
amplificadas positivas para VPH se toman 27 1L y se les anadié 2,51 L de la
enzima 1 de restriccién resuspendiendo varias veces; posteriormente se
tomaron 151 L de estamezclay se agregd 1 1L de laenzima 2 de restriccion;
se incubaron los tubos de Enzima 1 y Enzima 1 + Enzima 2 por 2 horas;
posteriormente se afadié a cada tubo 3 1| de soluciéon de carga, colocandose
esta mezcla en un gel de agarosa de alta resolucion al 2,5 % en TBE 1X mas
bromuro de etidio a 0,5 T g/mL. Se incluyé 0,5 i g del marcador de peso
molecular 100 pb ADN Ladder y se corrié por electroforesis a 80 voltios por 1
hora. La banda amplificada de ADN de VPH de 450 pb se digiere originando
un patron de banda en funcién del genotipo viral y se analiza de acuerdo al
patrén de restriccion suministrado por el fabricante de PVHfast (9,17-20).

Los resultados fueron analizados con porcentajes y la prueba del chi
cuadrado para significancia estadistica en el programa Statistic.

RESULTADOS

En las 58 pacientes estudiadas se observd una media de 31,2 anos con
un rango de 15 a 54 anos. La Tabla 1 muestra que por PCR se detecté 34,5 %
(20/58) casos positivos, en comparacion con la citologia en donde resultaron
positivas 18,2 % (8/44); con p = 0,034.
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Tabla 1 Comparacion de la PCR y la citologia en el diagnéstico de la infeccidon por virus
papiloma humano en cuello uterino

PCR CITOLOGIA
RESULTADO n % N %
POSITIVO 20 34,5 8 18,2
NEGATIVO 38 65,5 36 81,8
TOTAL 58 44

Las cepas con mayor frecuencia fueron la 6 y 16, representando cada una 19 %,
seguidas por la 11 y 45 con 14,3 % (Tabla 2). Se observd una infecciébn mdultiple, por las
cepas 16y 55.

Tabla. 2 Distribucion de la frecuencia de las cepas de VPH tipificadas por PCR

CEPA /RIESGO n %0

ONCOGENICO

6 (BR)* 4 19

11 (BR)* 3 14,3
16 (AR)* 4 19

31 (RD* 1 4,8
33 (RD* 2 9.3
45 (RD)* 3 14,3
53 (RD* 2 9,5
55 (BR)* 1 4,8
69 (RD* 1 4,8
Total 21

*BR = bajo riesgo, RI = riesgo intermedio, AR = alto riesgo.

En relacion al riesgo oncogénico, las cepas BR representaron el 28,6 %, mientras que
las de Rl 52,38 % y las de AR 19,05 %. La relacion del riesgo oncogénico del VPH con la
edad de las pacientes se presenta en la Tabla 3. Destaca que el 75 % de los casos con cepa
de AR ocurrieron en pacientes entre 15 y 24 afos. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05).
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Tabla 3 Distribucion de frecuencia de las cepas del VPH tipificadas por pcr segun la
edad y el riesgo oncogénico

CEPAS VPH

EDAD BR RI AR TOTAL

n % n % n % n %
15-24 2 25 3 33,3 3 75 8 38,1
25-34 2 25 2 22,2 0 0 4 19
35-44 3 37,5 4 44,5 1 25 8 38,1
45-54 1 12,5 0 0 0 0 1 4,8

TOTAL 8 38,1 9 42,9 4 19 21

Respecto a la paridad, las pacientes con tres o mas paras, resultaron
positivas en el 42,86 % (9/21) en comparacién con las nuliparas 38,46 %
(5/18). Las infectadas fumadoras representaron 27,78 % (5/18), mientras que
las infectadas no fumadoras 37,5 % (15/40). Al observar la relacién de la
infeccién por VPH con el nUmero de parejas sexuales, aquéllas con 2 parejas
presentaron la infeccion en 50 % (9/18) de los casos, mientras que aquéllas
con 1 pareja el 26,67 % (8/30).

La frecuencia de VPH relacionada a |la edad de inicio de las relaciones
sexuales, revela que la infeccién predomin6 entre las mujeres que iniciaron
relaciones entre los 13 a 19 afnos con 41,67 % (15/36), mientras que las que
iniciaron después de 20 anos, 25 % (5/22) presentd la infeccion. Ninguna de
estas diferencias fue estadisticamente significativa (p>0,05).

DISCUSION

El cancer de cuello uterino y sus precursores esta relacionado en 99,75
% de los casos al VPH; su evolucién natural dependera de la cepa, la carga
viral y la inmunidad del huésped (15,21).

Los programas de pesquisa para diagnosticar la neoplasia intraepitelial
cervical estdn basados en la citologia, la cual es una prueba morfol6gica
importante en la deteccién de las manifestaciones del VPH (22,23). La
citologia presenta la desventaja de no poder identificar la infeccién del VPH
en su fase latente, asi como tampoco la cepa, a diferencia de la PCR que lo
detecta y tipifica en cualquier estadio (24).
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En el presente trabajo, la deteccién de muestras positivas para VPH
en las citologias normales al realizar la PCR fue de 34,5 %; cifra menor al
estudio realizado por Jacobs (25), el cual encontré en una poblacion de
mujeres con citologia normal, 78 % infectadas. Las pocas fallas del PCR
pueden deberse al almacenamiento del producto amplificado, ya que al
congelar y descongelar la muestra, puede romperse el ADN (26).

La PCR, resulté mejor técnica en la deteccién del VPH que la citologia,
con un valor de p = 0,034, similar a los resultados obtenidos por Resnick y
colaboradores (17). Sélo se encontré un trabajo, realizado por Schiffman (2),
el cual no se correlacioné con este estudio, en él se reporta mayor frecuencia
de las cepas de AR con un 41,3 %, seguido de las de Rl con 30,5 %. En este
sentido, es importante considerar que las cepas de Rl también son halladas
en los carcinomas invasores, al igual que las de AR, aunque en menor
proporcidn; mientras que las de BR se detectan en lesiones benignas (17).

Diversos estudios han demostrado la relacion del cancer cervical con la
infeccién persistente de VPH-AR, la cual precede a un NIC, y a la progresién
de éste a un carcinoma invasor (27,28). En este estudio, el Unico
representante de las cepas de AR fue el tipo 16. La cepa 16 es una de las
mas comunes en el desarrollo de malignidad, siendo responsable en 50 % de
los casos; después se encuentran las cepas 18, 31 y 45 (29-31).

En la totalidad de las muestras en estudio no se encontré la cepa 18,
pero si la 31, catalogada como de Rl (9). Las cepas de AR se detectaron en
menor porcentaje, pero méas frecuente en las mujeres de 15 a 24 anos. El
trabajo de Jacobs (25), encontré méas diagnésticos de cepas de AR en el
grupo de 30 a 44 anos y de 45 a 60 afnos con un 77,4 %; similar al trabajo de
Sellors (32), el cual hallé significancia entre la frecuencia de las cepas de AR
y las edades mayores de 45 afos, mientras que en este trabajo, en ese
mismo grupo etario, s6lo el 25 % de los casos presentaron cepas de AR.

En cuanto a la edad, las diferencias no fueron estadisticamente
significativas (p>0,05). Burk (33) encontr6 significancia estadistica (p<0,02)
de la infeccién con el grupo de mujeres de 21 a 23 afnos. Kjaer (34),
menciona que la presencia del VPH puede disminuir con el paso de los afnos.

La relacion del VPH con el numero de parejas sexuales, se ha
considerado como el principal factor de riesgo para desarrollar atipia celular
y producir NIC (1,2,5,33). En este estudio no se encontré relacion estadistica
(p = 0,071) entre estas variables; tal vez por el tamafio de muestra
estudiada. Sellors (32) y Moscicki (35) no encontraron significacion
estadistica entre estas dos variables. Las mujeres que han tenido varias
parejas sexuales o cuyas parejas lo han hecho, poseen mayor riesgo de
adquirir VPH, ya que éste se transmite principalmente a través de las
relaciones sexuales (33). La frecuencia del VPH en mujeres con una sola
pareja sexual fue alta, siendo probable que esto se relacione con la pareja
masculina.
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Existen mecanismos que pueden explicar la relacion del habito de
fumar con el cancer de cuello uterino, especialmente por la presencia de
metabolitos en el moco cervical (36). Ademas, el cigarrillo ejerce un poder
perjudicial en la respuesta inmunolégica, al interferir en sus funciones,
favoreciendo el alojamiento de los virus en el cuerpo (36,37). El habito de
fumar puede ser un cofactor al desarrollo del cancer cervical. En este estudio
no se encontro relacion estadistica (p = 0.47) entre el VPH y el cigarrillo.
Mientras que Sellors (33), reporta estrecha relacion entre estas dos
variables.

El mecanismo de asociacion entre el numero de partos y el VPH no se
conoce. Se cree que el numero de partos y las cesareas no aumentan el
riesgo, sino més bien la influencia de las hormonas, nutricion y modulacién
de las respuestas inmunitarias durante el embarazo (38,39). Al relacionar la
multiparidad al VPH, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p = 0,63). El trabajo de Sellors (32) concuerda con éste, ya
que no encontrdé ninguna significancia entre las variables, pero coincide con
Schiffman (2).

La asociacion del VPH con el inicio de las relaciones sexuales a
temprana edad no fue significativa. Varios trabajos concluyen que Ila
asociacion del virus con el inicio de relaciones sexuales a temprana edad, se
debe exclusivamente a los cambios de parejas sexuales que se tengan
durante esa época (2,33).

Se puede concluir que el diagndstico de la infeccion por VPH en
mujeres asintomaticas fue alto, con predominio de cepas de Rl y AR, aun
cuando los datos no son representativos de la poblaciéon, constituyen un
marco de referencia para futuros trabajos y contribuye al conocimiento de la
situacion en nuestro medio.
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