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RESUMEN. demostro un valor predictivo negativo del 89% .
Introduccion. El Virus del Papiloma Humano (VPH) Discusién.La frecuencia encontrada de infeccion por
produce infeccion del cuello uterino y se ha relacionadl®H es comparable con hallazgos de otros autores;
con cancer del cérvix. El principal objetivo de est&in embargo, existen diferencias en prevalencia
trabajo fue conocer la frecuencia de los subtipos VP#ebidas a las metodologias empleadas en cada estudio.
16y 18 en mujeres venezolanas. Las diferencias estadisticas entre la deteccion viral y
Material y métodos.Se estudiaron 271 mujeres quéa Citologia son contrarias a numerosas publicaciones,
acudieron a diversos centros asistenciales de la ciutteglie significa subjetividad en la Citologia. La elevada
de Mérida, Venezuela. Se obtuvieron muestras entdieteccion de VPH de alto riesgo, particularmente
y exocervicales para la realizacion de la citologia y\&PH-18 y 16, coincide con otros estudios, lo cual
captura de hibridos (CH) del ADN viral. destaca laimportancia de su deteccion temprana como
Resultados.34 pacientes (12,54%) resultaromparte de la prevencion del cancer uterino.

positivas para VPH por CH. EI 88,24% correspondi@®ev Biomed 2003; 14:61-68)

a VPH de alto riesgo; 18 casos fueron VPH-18, 9

fueron VPH-16, un caso presento infeccion mixta yRalabras claveVirus del Papiloma Humano, VPH-

no correspondieron a estos subtipos. De los cadésy VPH-18, infeccidn cervical, captura de hibridos
positivos para VPH, 13 presentaron citologia con

alteraciones en células escamosas (Lesion intraepiteib MMARY.

escamosa (LIE) de bajo grado = 7; LIE de alto gra¢htiPV-16 and 18 DNA detection from swabs of
=6) y 8 pacientes atipias intracelulares indeterminadesrvix of women who consulte at medical care
Los 13 casos restantes correspondieron a citologiasiters in Merida City, Venezuela.

normales y cambios celulares benignos. La citologi@roduction. Human papillomavirus (HPV) causes
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infection of the cervix uteri and has been stronglygar de mortalidad por la misma causa y en el mismo
related to cervical cancer. The principal objective gfrupo de edad (3).
this work was to study the frequency of HPV-16 and  La infeccion por el Virus del Papiloma Humano
HPV-18 in venezuelan women. (VPH) ocasiona lesiones en el cuello uterino asociadas
Material and methods.271 female outpatients whocon el desarrollo de cancer (4). Existen
attended several centers in Mérida-Venezuela, weggroximadamente 20 subtipos de VPH relacionados
studied. Endocervical and ectocervical specimens wean la infeccién cervical, de los cuales, catorce estan
obtained in order to perform the diagnostic proceduresas asociados con el desarrollo de cancer y de éstos,
Results.34 patients (12.54%) were HPV positivdos subtipos 16 y 18 son los mas importantes (5-10).
by HC, 30 of whom corresponded to high risk HP\EI genoma de estos subtipos esta presente por lo
4 of low risk, and 4 were positive for both groups ajeneral, en una configuracién episomal intracelular,
risk. 18 patients had HPV-18, other 9 had HPV-1@unque puede integrarse al ADN de la célula
1 both types, and 2 other types. Citology detectédspedadora (7-10). Las proteinas virales E6 y E7,
scamous intraepithelial lesion (SIL) and indeterminag®n responsables de la transformacion celular, en virtud
atypia intracellular in 21 patients with HPV. Thele la habilidad de unirse e inactivar las proteinas
remaining 13 cases had no cytological abnormalitiéstracelulares p53 y Rb del hospedero. Estas proteinas
Citology showed 89% negative predictive value. de supresion tumoral son responsables de inhibir
Discussion. The HPV infection frequency found inntracelularmente la accion de productos oncogénicos,
this work is comparable to other studies, nevertheledstienen la progresion del ciclo celular y estan
there are several differences in prevalence dueingolucradas en los procesos de apoptosis. Su funcién
different methodologies applied in each work. Thalterada por proteinas virales, genera fallas en la
significant differences between Citology and viralegulacion de la fase S de la division celular y como
detection are contrary to the findings reported itonsecuencia pueden desarrollarse eventos celulares
numerous works. This can be explained by thgue conllevan a malignidad (7, 10, 11).
subjectivity of citology. The high frequency of high risk Para realizar el diagndstico rutinario de infeccién
HPV, particularly HPV-18 and 16, is similar to othecervical por VPH, se han empleado el examen
works. This remarks the crucial role of HPV earlginecoldgico, que puede incluir colposcopia; el estudio
detection as an important tool in the prevention aftoldgico e histopatolégico (12). Actualmente se
cancer of the cerviXRev Biomed 2003; 14:61-68) utilizan métodos moleculares fundamentados en la
deteccion del ADN viral, que ademas permiten tipificar
Key words: HPV-16, HPV-18, infection of the VPH con elevada sensibilidad y especificidad (13-
cervix, hybrid capture system assay, cancer of tth8).

cervix. En vista de las fallas en los métodos tradicionales
de diagnéstico y de las connotaciones clinicas y
INTRODUCCION. terapéuticas de la infeccion por VPH, se considera

En Venezuela, el cancer de cuello uterino es udave la inclusiéon de pruebas moleculares para detectar
de las primeras causas de muerte en mujeresbtipos virales de alto riesgo de generar cancer
particularmente en edad reproductiva. Mas de 45.06€rvical, en particular VPH-16 y VPH-18, con la
muertes ocurrieron por cancer de todos los tipos hdfatalidad de adoptar medidas terapéuticas oportunas
el trienio 1990-1993, de los cuales el 17,2 % fuerdh9, 20).
por cancer del cuello uterino (1). Este tipo de cancer Por todo lo anteriormente expuesto, se ha
ocupa el primer lugar de morbilidad por tumoredisefiado el presente estudio, cuyo principal objetivo
malignos en el estado Mérida, Venezuelas determinar la frecuencia de VPH de alto riesgo,
especialmente en mujeres de 45-64 afnos (2) y el teggarticularmente los subtipos VPH-16 y 18, en
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muestras cervicales de mujeres que acudieron arkealizacion del método de CH del ADN viral (Digene
consultas de Ginecologia de diversos centr@8agnostics, Inc. Silver Spring, Maryland, USA).
asistenciales de la ciudad de Mérida, Venezuela, El procesamiento de las muestras por CH se
mediante el método de captura de hibridos (CH) dehliz6 segun las instrucciones del fabricante y ha sido
ADN viral y comparar estos hallazgos con ladescrito anteriormente en otra publicacion (22);

caracteristicas citoldgicas respectivas. brevemente: Una vez descongeladas las muestras se
agrego el reactivo de desnaturalizacion y se incub6

MATERIAL Y METODOS. por 45 minutos a 65° C; luego se procedi6 al paso de

Pacientes. hibridacién con una mezcla de sondas “A” de ARN

Mediante un estudio clinico, observacional y deorrespondiente a subtipos de VPH de bajo riesgo y
corte transversal, se evaluaron 271 mujeres mayooés mezcla “B” (sondas de alto riesgo), durante una
de 15 afios de edad con actividad sexual, ghera a 65° C; se transfirieron las mezclas a tubos
acudieron a la clinica de prevencién de cancer desknsibilizados con anticuerpos monoclonales anti-
Sociedad Anticancerosa, consulta de ginecologia tiédbridos ADN/ARN para realizar el paso de “captura”
Instituto Autbnomo Hospital Universitario Los Andesor una hora y a temperatura ambiente; seguidamente
y Centro Clinico “Dr. Marcial Rios” en la ciudad dese agregd un segundo anticuerpo monoclonal
Mérida, Venezuela (junio 1996 - junio 2000). Seonjugado con fosfatasa alcalina y se incubé por 30
excluyeron pacientes con sangrado genitahinutos atemperatura ambiente; finalmente y posterior
procedimientos quirlrgicos previos que impidieran Elavados, se afiadio la mezcla de sustrato y luminol,
adecuada toma de muestra; tratamienfm@ara generar la sefial de la reaccion, la cual fue
inmunosupresor, seropositividad para VIH detectada por un quimioluminémetro (DCR-1, Digene
embarazo diagnosticado. Luego de la realizacion B&agnostics, Inc.). EI método incluye controles
la historia clinica correspondiente, de acuerdo a pasitivos para cada grupo de sondas y controles
formato de recoleccion de datmbhocque incluyd negativos con la finalidad de establecer el punto de
entre otros, datos demograficos, historia familiargorte y el control de calidad. Aquellas muestras que
personal, historia ginecoldgica, examen ginecoldgicesultaron positivas para VPH de alto riesgo (VPH-
(incluyendo colposcopia) y previo consentimiento dis, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 56), fueron nuevamente
cada paciente, se llevé a cabo la toma de muestpascesadas para detectar individualmente VPH-16 y
endo y exocervical para su estudio. VPH-18. Se eligio el método de CH para detectar
Toma y procesamiento de muestras. estos subtipos virales, en virtud de que el procedimiento

Se tomo6 muestra exocervical con espatula és similar al previamente descrito, los resultados son
Ayre y muestra endocervical con hisopo para nfiables y repetibles y ademas, la CH esta aprobada
citologia, realizada de acuerdo a la técnica ger la FDA de Estados Unidos con fines diagndsticos.
Papanicolaou (12, 21) y evaluada, de acuerdo a s obstante, debe sefalarse que el método de CH
criterios de la clasificacion Bethesda (21), en Iao incluye todas las sondas para detectar los subtipos
Catedra de Citologia de la Facultad de FarmaciadieVPH relacionados con la infeccion cervical y por
la Universidad de Los Andes. Luego, en el Laboratomde, cabe la posibilidad de hallazgos falsos negativos.
de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad dendlisis estadistico.

Medicina de la misma Universidad, se tomé muestra  Se realizé una base de datos en el programa
endocervical, exocervical y de la zona dEPI-Info version 6.04b, convertida posteriormente a
transformacién con un hisopo de dacrén, el cual f&#1-2000. Se empleé el andlisis simple y estratificado
introducido en el medio de transporte ViraPap (Digeea tablas de 2x2 incluidos en este programa (Stat-
Diagnostics, Inc. Silver Spring, Maryland, USA) yCalc y EpiTable). Para el andlisis inferencial, se utilizd
almacenado en congelacién a —20° C hastadeestadistica?, corregido por McNemar.
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RESULTADOS. 60,4% (95% IC: 53,6-70,4) y un valor predictivo

Se estudiaron 271 mujeres, con edad minimagativo del 89% (95% IC: 84,1-94,7). Se detectaron
de 16 afios, maxima de 64 y un promedio de 3@liferencias estadisticamente significativas entre la
afnos. El examen ginecoldgico en 260 pacient€#ologiay CH para el diagnéstico de VPH (p<0,01);
(95,9%), no mostrd lesion alguna en genitales externaltomar en cuenta aquellas citologias sospechosas de
Sdlo 6 pacientes presentaron intértrigo y 4 presentaiofeccion viral LIE de bajo grado (LIE BG).
condiloma acuminado en labios menoresy uncasolo De los 34 casos positivos para VPH por el
presentd en vagina. método de CH; 14 se detectaron en el grupo de edad

En el cuadro 1 puede observarse que lde <25 afos (41%); 12 en el grupo de 25 — 34 afios
muestras del cérvix procesadas por CH fuerqB5%); 7 en el de 45 — 54 (21%); y ninguno en el
positivas para VPH en 34 casos (12,54%). La mayogaupo de 55 — 64 afios (figura 1).
de las pacientes en quienes se detecto el ADN de En el cuadro 2 puede destacarse que 30
VPH por este método, pertenecieron al grupauestras (88,24%) de las 34 positivas para VPH,
comprendido entre 15y 35 afios de edad (28 caswg)luyendo pacientes con infeccidon mixta,

y 6 al grupo de 36-64 afios. correspondieron a VPH de alto riesgo para generar

El 61,76 % de los casos positivos para VPE&ncer de cérvix; mientras que solo 4 pacientes
por CH, fueron detectados en el grupo de pacienfgesentaron VPH de bajo riesgo exclusivamente.
cuya citologias mostraron alteraciones en células Se realizé tipificacion definitiva para VPH-16 y
escamosas, es decir, lesion intraepitelial escamd4$2H-18 solo en estas 30 pacientes positivas para
(LIE) y atipias celulares indeterminadas (ASCUSY/PH de alto riesgo y pudo evidenciarse que 18 casos
El 38,24% restante de los casos positivos para VRED%) presentaron infeccién cervical por VPH-18; 9
presentaron citologias sin anormalidad en célulaasos (30%) con VPH-16; un solo caso mostrd
escamosas. La mayor proporcion de casos positiwafeccion mixta por VPH-16 y VPH-18 y dos casos
se detectd en pacientes con LIE de alto grado (L{& 7%), no correspondieron con estos subtipos virales
AG) (6 de 14 pacientes). Esta proporcién disminuyéuadro 3).
en la medida en que se encontraron menos
alteraciones citolégicas (cuadro 1). DISCUSION.

Al analizar comparativamente la deteccibn del  La puesta en practica de la CH en células
ADN viral por CH y la Citologia como método deexfoliadas de cuello uterino en 271 pacientes, mostrd
tamizado, pudo demostrarse que la sensibilidad deifza frecuencia de infeccion por VPH del 12,54% en
segunda para establecer el diagndstico de VPH fuejeres que han iniciado vida sexual y con diferentes
del 58,3% (95% IC: 41,5-72,6); especificidad deksultados citoldgicos en la muestra de poblacion

Cuadro 1
Distribucién de los casos de VPH en relacion con los hallazgos citoldgicos.

Diagndstico citologico N° depacientes Chpositiva %

*L.1.E. alto grado 14 6 42,86
*L.I.E. bajo grado 43 7 16,28
Atipias indeterminadas 52 8 15,38
Cambios celulares benignos 126 11 8,73
Dentro de limites normales 36 2 5,55

*L.I.E.: Lesion intraepitelial escamosa
Revista Biomédica
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Cuadro 3
Frecuencia de los subtipos 16 y 18 en 30 pacientes
positivas a VPH de alto riesgo.

Captura de Hibridos N° de pacientes %
para VPH
VPH-18 18 60
VPH-16 9 30
VPH-16y 18 1 3.3
Otros subtipos 2 6,7
Figura 1.- Distribucion de 34 casos positivos a VPH por CHotal 30 100

de acuerdo a grupos de edad.

estudiada. En otras publicaciones puede observaaséores, empleando similar metodologia (31-34). A
gue la frecuencia de infeccion por VPH varia entregésar de que en la clasificacién de Bethesda se
4%y el 70% (8, 23-29), lo cual puede explicarse poonsidera a LIE BG equivalente a infeccion por VPH,
el tipo de poblacion seleccionada en estos estudiadgbe destacarse que la deteccidén de este virus por
por las condiciones socioculturales y sanitarias de cdtld permitié demostrar la presencia de su genoma en
region en particular. El porcentaje detectado en egt@cientes cuyo resultado citoldgico se clasificaba en
trabajo puede explicarse ademas, porque inclugtias categorias, resaltando una mayor proporcion en
mujeres gque asistieron a consulta para contruellos casos con LIE AG. Igualmente es importante
ginecologico periddico y se excluyeron aquellasefalar la deteccién del virus en pacientes con
pacientes con diagnadstico citoldgico o colposcopiahagndstico citoldgico de cambios celulares benignos
de cancer de cuello uterino. Sin embargo, existe undentro de limites normales. Estos hallazgos son
publicacién de trabajo realizado en Venezuela enmparables a resultados publicados por otros autores
donde se reporta una mayor frecuencia de infeccif@9, 31, 33, 35). Por otro lado, la comparacion entre
cervical por VPH (46,67%), aun cuando se realiz) diagndstico de VPH por CH y la Citologia mostr
en mujeres con cuello aparentemente sano (30). diferencias estadisticamente significativas,
El andlisis sobre la deteccion del ADN viral poespecialmente en pacientes con alteraciones citologicas
CH enrelacion a los diferentes grados de alteracida bajo grado (de 43 pacientes con diagndstico
citologica evidencié que la positividad a VPH aumentatologico de LIE BG, se detecté VPH por CH sélo
en la medida en que se demuestra un mayor graded€’), a diferencia de lo reportado por otros autores
lesion, en concordancia con lo publicado por otrogiienes demuestran una elevada correlacion entre la
deteccion viral y la presencia de LIE BG (8, 20, 34,

Sistribucion de 34 Cuadfgz vPH d . 36-39). Estas diferencias pueden explicarse por la
Istriblicion de 5% Casos posiivos para ©acuerdoa  ariabilidad existente entre laboratorios y
la clasificacion en alto y bajo riesgo de producir cancer , . .

de cuello uterino. obsgrvazz[ores, asi como la conocida subjetividad de
la Citologia.

Captura de Hibridos Nede % % acumulado Por otra parte, existen evidencias que sefalan a

para VPH pacientes otros patégenos de cuello uterino, tales como

Positivo (alto riesgo) % 7648 76,48 Chlamydia trachomatiy virus _Herpe_s simplex,

Positivo (alto y bajo riesgo) 4 11,76 88.24 como responsables de alter_a}mones importantes en

Positivo (bajo riesgo) 4 11,76 100 células cervicales y su relacion con el desarrollo de

cancer (40-43). Ademas, el método de CH empleado

Total A 100 no incluye la deteccién de todos los subtipos de VPH
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asociados con la infeccion cervical, dejando asi abidsialogia molecular como CH, para mejorar la

la posibilidad de resultados falsos negativos, comos@nsibilidad y especificidad del diagnéstico de

se mencionara anteriormente. infeccion del cérvix por este virus, aun en mujeres con
En el presente trabajo, se ha encontrado aitologia normal.

elevado porcentaje de VPH de alto riesgo para generar

cancer de cérvix, lo cual coincide con lo hallado p6fPRADECIMIENTOS.

. . Este trabajo pudo realizarse gracias a financiamiento
otros autores (10, 44). Sin embargo, eXIStesrL}ministrado por el FONACIT, de acuerdo a subvencion N°

NUMErosos reportes que sefialan al VPH-16 con may@lgs001789 y al CDCHT-ULA, de acuerdo a subvencin N°

frecuencia de infeccion que el 18, aunque ambosM583-96-07-C. También debemos agradecer a todo el

conjunto, son considerados como los principal@srsonal de la Sociedad Anticancerosa de Mérida, Venezuela

responsables de infeccién cervical asociada cBff su incondicional colaboracion para la realizacion de este

alteracion en células epiteliales escamosas y con ma%/%f'd'o'

potencial carcinogénico que el resto de subtipos ViralgS-FrenCIAS.

(10, 11, 25, 36). 1.- Ministerio de Salud y Desarrollo Social (Republica
Por otro lado, es importante resaltar que la gr&nlivariana de Venezuela). Anuarios de Epidemiologia y

mayoria de las pacientes infectadas por VPH (768yadistica Vital. Tomo 1. 1999.

se hallaban en menores de 35 anos_ de edady er,] V'Ey%orporacién de Salud del Estado Mérida (Republica

de encontrarse |nfeCt_a,daS por SUbt'pols, de alto NeSBivariana de Venezuela). Coordinacién Regional de

debe alertar en relacion con la adopcion de medid@&ologia. Registro regional de tumores del IAHULA y

de control y seguimiento oportunas y apropiadasnidad de Larga Estancia. 2000.

Estos resultados destacan la importancia de3|aC 6n de Salud del Estado Mérida (Repabl

e P : - - Corporacién de Salud del Estado Mérida (Republica

utlllzaCI_O,n de metodos sensﬂ_JIes y eSpeCIflc_OS paraslghvariana de Venezuela). Tarjetas de mortalidad general EPI-

detef:cmn de VPH de alto riesgo, en partlcula_r 138 ge epidemiologia regional. 2000.

subtipos 16 y 18, conocidos por su capacidad

oncogeénica. 4.- Vikki M, Pukkala E, Niemen P, Hakama M. Gynaecological
Las diferencias encontradas entre el prese,iﬂgactions as risk determinants of subsequent cervical

trabajo y otros estudios pueden explicarse porque S§RP'asia- Acta Oncol 2000; 39: 71-5.

real_'zados en potzlamones con CaraCte”St'SﬁsLdrincz AT, Reid R, Jenson AB, Greenberg MD, Lancaster

particulares y ademas, debe aumentarse el tamafig/deurman R. Human papillomavirus infection of the cervix:

la muestra para realmente inferir que el VPH-18 edative risk associations of 15 common anogenital types.
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infectadas, sumado a los hallazgos clinicos, citolc’)gi‘:gﬂlg‘z;f‘f;a in a general practice population. J Med Virol 1992;
y colposcopicos. Finalmente, deben ponerse en =~

practica métodos accesibles de deteccion viral frCoutlée F, Bobo L, Abbass H, Dalabetta G, Hook N, Shah
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