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RESUMEN

Tipo de estudio: prospectivo. O])jetivo: confirmar el diagnéstico de virus de papiloma humano (VPH) en muestras de pacientes con un
diagnéstico de Papanicolaou (PAP) alterado. Metodologia: se estudiaron 37 pacientes del hospital “Teodoro Maldonado Carbo” de la ciudad
de Guagaquil, del area de Ginecologia, con edades gue van de 21 hasta 73 afios. El ADN del virus de papiloma humano fue ampli{icado
mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando cebadores clegenerados del gen MYO09/11 seguida de una deteccién mediante
hibridizacién con una pyuel)a genérica para VPH. Resultados: de las 57 muestras, 30 tuvieron suficiente material para realizar el andlisis de
VPH; se obtuvieron 16 muestras positivas, lo gue corresponde al 4444%. El mayor porcentaje de casos positivos se dio en las muestras de
pacientes con lesiones intraepiteliales de alto grado: 7 de las 8 pacientes (875% de este sulagrupo). Conclusiones: a diferencia de lo descrito en
otros tralaajos pul)licaclos previamente, nosotros detectamos la presencia de VPH en menos del 50% de las muestras, las cuales en su totalidad
tenian un resultado de citologia anormal. Esta cliscrepancia se poclyia explicay por la poca reptoclucibilidad y baja precision del cliagnéstico
citolégico. También, es posible que existan otros tipos o variantes de HPV entre la poblacién ecuatoriana, que difieran de los que se hayan
reportado en otros paises y que eventualmente no hayan sido detectados por la prueba gue utilizamos. Se necesita aumentar el universo de
pacientes en este tipo de pol)lacién para llegar a conclusiones mas precisas.

Palabras clave: Virus de Papiloma Humano. Genotipi{icacién. Papanicolaou. Bethesda.

SUMMARY

Type of study: prospective. Objective: to confirm the diagnosis of the Human Papiloma Virus (HPV) in samples patients with a diagnosis of
altered PAP test. Methodologg: 57 patients of the area of GL] necologg of the Hospital “Teodoro Maldonado Carbo” of Guag aquil were
analqzecl. Their ages range from 21 to 73 years old. The DNA of the Human Papiloma Virus was amplified through polgmerase chain reaction
(PCR) using degenerated primers of the gene MY09/11, followed by detection through hybridization with a generic test for HPV. Result: out
of 37 samples, 36 of them had enough material to carry out the HPV anahJ sis. 10 positive samples were obtained, which conesponcls to 4444
%. The highest percentage of positive cases was in patients with high risk intraepithelial injuries: Toutof 8 patients (875 % of this subgyoup).
Conclusion: different from what has been described in previous published works, we detected the HPV in less than 50% of the samples, all of
which had an abnormal cytology result. This disparity can be due to low reproducibility and low accuracy in the cytological diagnosis. It is also
possible that there are others HPV variants among the Fcuadorian population that differ from the ones reported in other countries, which have
not been detected by our test. [t is necessary to increase the sample of patients in this category in order to get more precise conclusions.

Keywords: Human Papiloma Virus. PAP Test. Genotypification. Bethesda.
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Introduccion

El cancer de cuello de Gtero es un importante
problema de salud publica en los paises pobres. A
diferencia de lo que sucede en lugares
desarrollados, la cifra de mujeres afectas en los
paises pobres no ha dejado de
incrementarse™*%!+141>1819 "En | caso particular
del Ecuador, en el centro de referencia mas
importante, el Instituto Oncoldgico Nacional, el
51% de los casos de cancer femenino corresponde
al cérvico-uterino (Registro Nacional de Tumores.
Cancer en Guayaquil, 1997-2000).

A pesar de la magnitud del problema, los
esfuerzos que se han hecho para conocer la
realidad social, econdmica y de salud publica son
insuficientes. El cancer de cérvix es considerado
el de la pobreza y el estudio de todos los
componentes causales de este mal es mandatario,
si se buscan soluciones.

Entre los factores de riesgo mas importantes para
el desarrollo del cancer cervical estd la presencia
del virus del papiloma humano (VPH), su
contagio es reconocido como una infeccion de
transmision sexual®. La relacion entre la presencia
de las llamadas cepas oncolégicas y el desarrollo
de la mencionada entidad neoplésica ya ha sido
establecida con datos totalmente convincentes®°.
No obstante, la sola presencia del VPH, es un
factor importante, e indispensable para su
desarrollo, pero no suficiente. Se necesita de
otros factores coadyuvantes pues no todas las
mujeres que se han infectado con este tipo de
virus tendrdn una infeccion que termine en
cancer’. Sin embargo, es necesario conocer la
situacion de las diversas poblaciones en cuanto a
la incidencia de infeccion de virus del papiloma
humano y sus distintos genotipos, sobre todo
considerando que existe una creciente tendencia a
buscar estrategias de prevencion en salud publica
tales como la vacunacion.

En el Ecuador se han realizado esfuerzos
importantes pero aislados para conocer la realidad
de la poblacion en riesgo**'®*’. Las metodologias
utilizadas para detectar la infeccion en si misma o
la presencia de los signos clinicos o citolégicos
relacionados con la infeccién por VPH varian
mucho entre estos trabajos por lo que es dificil
poder establecer una conclusién global respecto a
la situacién epidemioldgica de la infeccién en la
poblacién ecuatoriana.

En este estudio hemos utilizado un método de
deteccion basado en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en conjunto con un paso de
hybridizacion con “dot blot” para determinar la
prevalencia de la infeccién por VPH en muestras
de cérvix de poblacion con signos citoldgicos de
infeccion, reclutadas en el servicio de colposcopia
del hospital “Dr. Teodoro Maldonado Carbo”, del
Instituto  Ecuatoriano de Seguridad Social.
También, establecemos una relacion entre los
resultados citoldgicos de este grupo de pacientes
y los hallazgos moleculares. Este trabajo es parte
de un estudio que se esta llevando a cabo para la
deteccion de los genotipos mas frecuentes del
virus en la poblacién de esta casa de salud.

Métodos
Poblacion

Todas las pacientes que fueron parte de este
estudio tuvieron un diagndstico citoldgico que
indicaba alteracion en la celularidad del cérvix.
Asi, quienes tenian un resultado de Papanicolaou
de lesion intraepitelial escamosa (LIE) de bajo,
mediano y alto grado, carcinoma in situ o cancer
en estadios mas avanzados, fueron incluidas
como parte del universo. Todas las pacientes
firmaron una hoja de consentimiento informado y
sabian que sus resultados serian analizados como
parte de un estudio. Las pacientes recibieron el
resultado por escrito, asi como sus facultativos,
para acorde con este analisis y los datos clinicos
vigentes, tomar las decisiones terapéuticas del
caso.

Toma de las muestras

La toma de las muestras se la realizd en el
hospital “Teodoro Maldonado Carbo” de la
ciudad de Guayaquil, en el departamento de
colposcopia durante los meses de junio y julio de
2008.

Para el efecto de la toma de muestra se utilizaron
torundas de dragén con el fin de obtener células
exfoliadas del cérvix y se las colocd en un tubo
que tenia 1 mililitro de medio para transportacion
de especimenes (specimen transportation media,
Qiagen-STM-) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Las muestras fueron almacenadas en refrigeracion
(4 grados Celsius) hasta su traslado al laboratorio
donde se realizaron los analisis.
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Purificacion del de ADN viral

Las muestras se sometieron en primera instancia a
una digestibn con proteinasa K en una
concentracion de 20 pg/mL a 37 °C por 2 horas.
Luego se tomé 200 pL de esas muestras
previamente procesadas para aislar el ADN. Se
aisl6 el ADN utilizando el reactivo QIADNA
blood mini columun (Quiagen, Inc, Valencia, CA)
siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, EI ADN se uni0 de manera
preferencial a la columna de purificacion.
Después de realizar varios lavados, el ADN que
se obtiene se lo diluyé en un buffer con bajo
contenido de sales (Buffer de Elusion, EB, 10
mM Tris-Cl, a un pH de 8.5).

Amplificacion del ADN

Se utilizd la reaccion en cadena de la polimerasa
para amplificar selectivamente una porcion de la
region L1 del HPV de aproximadamente 450
pares de base, siguiendo el protocolo previamente
descrito por el grupo de Manos et al. Se utilizaron
los cebadores de consenso MY09/11/HMBO1 y
los cebadores para amplificar un segmento de 268
pares de base del gen de la b-globina humana
PC04/GH20. Las muestras positivas para el gen
de la b-globina se consideraron adecuadas para la
subsecuente deteccion de VPH.

Deteccion del ADN viral utilizando pruebas de
hibridizacion

Luego de la amplificacién se realiz6 el analisis
por hibridizacién (dot bloot) en cada una de las
muestras. La tabla 1 muestra los oligonucleétidos
para hacer la prueba que se usé para este analisis,
acorde con el protocolo. Este consiste en la pre-
hibridizacion de los filtros a 55 °C por 30
minutos en solucién SSC a una concentracion 6 X
[la Solucién SSC 1X es una mezcla de 0,15-
mol/L de cloruro de sodio, 0,015 mol/L de citrato
de trisodim (PH 7.0), Dehanhart’s 0,1% docecil
sulfato de sodio y 100mg/L de ADN de esperma
de salmén]. Las muestras se afiadieron y se
incubaron por 60-90 minutos. Se realizaron dos
lavados de 10 minutos en 2X SSC y 0,1% de
dodecyl sulfato de sodio a 56°C. Se obtuvo una
sefial colorimétrica  para  detectar la
presencia/ausencia de ADN viral. Todas las
determinaciones se hicieron sin que el laboratorio
tenga conocimiento de un diagndstico clinico o
citoldgico previo.

Tabla 1
Oligonucleottidos utilizados en la prueba genérica
Nombre Secuencia* Target Utilidad
MYO09 CGTCCMARRG HPV coﬁglemnfs};d?:\ra
GAWACTGATC L1 | PR o2
MY11 GCMCAGGGWC HPV coﬁl(;iemnfs}gdzra
ATAAYAATGG L1 | “per (12
CGCAACCACA Prueba clinica
MY10L| caGTCTATGT WISA | harael HPV
TTCTACCTTAC Prueba clinica
MY102 TGGAAGACTGG WI13A para el HPV
GGAGGTCAA Prueba clinica
MY103 TTTGCAAAAC WI3A para el HPV
ATTAATGCAGCT Prueba clinica
MY83 | aaaaccacATT | PAPE8 | parael HPV
GATGCCGTGA Prueba clinica
MY84 | aaTcaaTcaa | PAPE | naaelbpy
TACTTGCAGT Prueba clinica
MY86 | crceeecoeca | PAPISS | parael HRV
GCACTGAAGTA Prueba clinica
MYS3 | acTaaceaace | PAP?PL | parael HPV
AGCACCCCCTA Prueba clinica
MY94 | aacaAAAGGA | PAPPL | parael Py
CATTTGTTGG Primers
MY74 | GeTaAaccAAC | TYPe 16 Fjgt;rrzt); pare
+) fpara
TAGGTCTGCAG :
rueba generica
MYT75 | J'AA ACTTTTC Type 16 |pru (?) I
TGTTGCTGGC Primers
MY76 ATAATCAAT Type 18 | internos para
PCR (+) fpara
TAAGTCTAAA ;
rueba generica
MY77 GAAAACTTTTC Type 18 |P (?)
CATATGCTGG Primers
MY4T | ceTaATCAGG | PAPES meros para
+) fpara
CAGGTCTGCA :
rueba generica
MY48 | GanaaccTeT | PAPEB [PHERR S
MY49 TATTTGTTGG PAP238 Primers
GGCAATCAG B Pigt;ffzoi ?afa
+) fpara
MY50 CTAAATCTGC PAP238 prueba generica
AGAAAACTTTT B &)
GAAGAGCCAA . .
GH20 GGACAGGTAC b-globina | primer PCR (+)
CAACTTCATC . .
PC04 CACGTTCACC b-globina | primer PCR (-)
PC03 | ACACAACTGT b-globina | Prueba interna
GTTCACTAGC
* Variante del codigo genético por degeneracioon, indica:
M= A+C, R= A+G, W=A+T, and Y=C+T (+) simboliza el
primer para la cadena positiva de DNA, (-), primer para la
cadena negativa de DNA ; HPV, virus del papiloma humano;
y PCR, reaccion en cadena de la polimerasa.

Fuente: revista Jama, enero 1991, vol. 265 No. 4 Pag. 474.

Resultados
Caracteristica del universo estudiado

La edad promedio del universo de 37 pacientes
fue de 44 afios, en un rango de entre 21 y 58 afios
de edad.
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Clasificacion de muestras cervicales por
citologia

Se obtuvieron muestras de 37 pacientes que
tuvieron un anélisis citoldgico con criterios de
alteracion relacionada con VPH. De éstas, una
muestra fue descartada por tener insuficiente
material para estudiar.

Los resultados del examen citologico fueron
reordenados siguiendo lo recomendado para
aplicar la clasificacion de Bethesda’, tabla 2. De
acuerdo a este criterio, los papanicolaou con
células atipicas de significado indeterminado
fueron 7, los LIE de bajo grado 21 y los LIE de
alto grado fueron 8.

Tabla 2
Clasificacion de Bethesda
Pacientes | HPV (+) | % HPV +
Total 36 16 44
ASCUS 7 3 43
LIE BG 21 8 38
LIE AG 8 6 75

Fuente: Lacruz C. Nomenclatura de las lesiones cervicales
(de Papanicolaou a Behtesda 2001). Revista Espafiola de
Patologia, vol. 36 n 1: 5-10, 2003.

Prevalencia de infeccion de HPV en el grupo
de pacientes

Todas las muestras procesadas tuvieron una
cantidad de ADN que permitia un estudio
adecuado de la presencia/ausencia de VPH. De las
36 muestras que se obtuvieron, 16 dieron
positivas para HPV (44.4%). Desglosando estos
resultados vemos que 3 de las 7 pacientes con
ASC US son positivas para HPV (42.9%); de las
21 muestras con diagnostico de LIE de bajo
grado, 6 fueron positivas para HPV de acuerdo a
la prueba genérica (28.57 %), mientras que en el
grupo de pacientes con LIE de alto grado o cancer
7 casos de los 8 (87.5%). Los pacientes que
dieron positivo fueron posteriormente analizados
para establecer el genotipo especifico (esta
informacidon no se presenta aqui). EI grupo de
edad méas frecuente donde se evidencid la
presencia de VPH es entre 51 y 60 afios (tabla 3).

Tabla 3
Casos de VPH diagnosticados por edades
Edad en afios | Pacientes VPH %

21-30 3 3 8,33%

31-40 10 4 11,11%

41-50 15 3 8,33%

51-60 7 5 13,89%
Mas de 61 1 1 2,78%

Total 36 16 44,44%

Fuente: autores.

Discusion

En el presente trabajo determinamos la
prevalencia de infeccion por VPH en un grupo de
pacientes de uno de los centros de referencia mas
importantes de la ciudad de Guayaquil, el servicio
de colposcopia del hospital “Dr. Teodoro
Maldonado Carbo”. Para determinar este dato se
utiliz6 una prueba cuya sensibilidad ha sido
demostrada para detectar un amplio espectro de
tipos de HPV?.

Aunque se han realizado estudios con técnicas
tanto  citolégicas como  moleculares en
poblaciones ecuatorianas, en un nimero distinto
de pacientes, los resultados de prevalencia que
obtuvimos en nuestro trabajo es muy dificil de
comparar con dichos estudios debido a la
variacion respecto al tipo de poblacién y a los
métodos de analisis, tabla 4. Por ejemplo, los dos
trabajos que se encontraron disponibles en la
literatura internacional utilizando el motor de
busqueda de pubmed, datan de 1991. El primero,
de autoria de Paz y Mifio y colaboradores, utiliza
criterios de gentotipificacion a nivel molecular
como inclusion para estudiar la fragilidad
cromosémica en las pacientes portadoras y
compararlas con un grupo control®®. El segundo
articulo de ese mismo afio, de autoria de Péez y
colaboradores busca comparar la prevalencia
entre dos grupos étnicos diferentes, el de Ecuador
y Japon utilizando técnicas moleculares™?.

Tabla 4
Trabajos realizados en Sudamérica sobre
deteccion de VPH usando métodos moleculares
en pacientes
con alteraciones citol6gicas

Total | VPH+ | Total
Péez (Ecu, 1991) 100 48 48%
Ruiz (Ecu, 2005) 16 16 100%
Alvarez (Ven, 2000) 41 38 79%
Zambrano (Ecu, 2008) 36 16 44%
Vilela (Per() 60 52 87%

Fuente: autores.

En ese reporte se encuentra una prevalencia
mayor entre las pacientes que tienen H-SIL (80%
de los casos) y cifras decrecientes en las mujeres
ecuatorianas con lesiones mas leves. Datos hasta
cierto punto concordantes con los que arroj6 esta
investigacion, aunque la metodologia molecular
utilizada se enfoca en la deteccion de dos
genotipos, por lo que los resultados no son del
todo equiparables.
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En afios méas recientes el grupo de Ruiz y
colaboradores publicé en revistas locales dos
trabajos; el primero con un universo de 16
pacientes y el segundo de 80 pacientes™®'” En el
primer estudio se trabajé con una poblacion
semejante a la del presente trabajo, es decir
pacientes con diagndstico citoldgico sospechoso
de infeccion por HPV. La metodologia implicaba
PCR en tiempo real y genotipificacion por dotblot
reverso y arrojé un resultado de prevalencia de
HPV en un 100% de las muestras. Esta técnica
bastante sofisticada no es por ello mas sensible
que la prueba genérica de VPH, y los resultados
serian comparables. La discordancia en la
prevalencia puede deberse a la diferencia con el
tamafio de las muestras, un mejor diagndstico
citolégico que haga mayor la correlacién entre
ambas variables, o la presencia de falsos
positivos.

En el siguiente estudio por el mismo grupo de
Ruiz y colaboradores, fue de 80 pacientes, esta
vez con un diagndstico de cervicitis cronica’’. De
las 80 muestras procesadas y posteriormente
analizadas con el kit comercial innolipa, el 100%
fueron positivas para HPV. Estos resultados
tampoco son comparables con los de nuestro
trabajo, pues el criterio de diagnostico es la
presencia de cervicitis crénica, diferente a nuestro
criterio de inclusion.

En América Latina se han desarrollado trabajos
semejantes al nuestro que vale la pena analizar.
En un estudio realizado en Venezuela por Alvarez
y colaboradores arroj6 como resultado la
presencia de VPH en 38 de 41 pacientes con
alteraciones citolégicas dando un 79.1%'. En
Trujillo-Pert el Dr. Carlos Vilela en un estudio
con 60 mujeres con alteraciones de papanicolaou,
obtuvo resultados positivos para VPH en 52
pacientes®.

En nuestra poblacion  esperabamos una
prevalencia mayor de infeccion de HPV, puesto
que las pacientes tenian un diagndstico previo de
atipia o de LIE de bajo grado o mayor. No
obstante, desde hace varios afios diversos
investigadores han encontrado que las tasas de
infeccion entre las mujeres con atipia cervical
serian mas 0 menos cercanas a las de mujeres que
tienen un PAP normal”®. Esta discrepancia podria
deberse a una diferente interpretacion de los
preparados citoldgicos, que siguen siendo un test
subjetivo.

El método basado en PCR con el que estudiamos
estas muestras nos permite una alta tasa de
sensibilidad, especificidad y amplio espectro de
deteccién’. Este trabajo y otros estudios
posteriores en diversos tipos de poblacion de
Guayaquil y del Ecuador ayudaran a entender
mejor la real situacion de la infeccion por HPV en
nuestro medio. De manera adicional nos podra
indicar la factibilidad de contar o0 no con este tipo
de andlisis molecular para la poblacion que lo
necesita.
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