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Resumen:

Lesiones cervicales han sido asociadas a infeccion por Virus Papiloma Humano de Alto
Riesgo Oncogénico (VPHAR). En 409 mujeres > 15 afios se identificaron lesiones,
VPHAR. En una cohorte de esta poblacion se evalu6 la infeccidn persistente y las lesiones
citoldgicas, colposcopicas e histopatologicas. Se tomaron cepillados cervicales y se aislo el
ADN. Se detect6 VPH por PCR de la region E6/E7. La genotipificacion se realizé por PCR
nested multiple E6/E7. VPH se detectd en un 37,40% (153/409). VPHAR en 86%,
(153/178), VPH18 46,64% (83/178), VPH16 34,28% (61/178). 53,93% (96/178) fueron
infecciones multiples, VPH18/16 (30/96) fue la mas frecuente 31,25%. La citologia mostrd
cambios en 15% de pacientes positivas. Un 49,67% de mujeres positivas para infeccion con
VPH mostr6 anormalidad en el estudio colposcopico, relacion que resulto estadisticamente
significativa (p<0,0019 test Xz). 85% de mujeres positivas fueron menores de 45 afos. 57
pacientes fueron evaluadas 15 meses después del estudio base, con prevalencia inicial de
morbilidad 49,12% (28/57) y al final 10,53% (6/57), mostrando en 89,29% (25/28)
negativizacion de la infeccion por VPHAR. 10,34% (3/28) mostré persistencia de
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infeccion. 17,54% (10/57) presento alteraciones citoldgicas, con 80% de positividad para
VPH y una regresion del 100% (10/10) de las lesiones previamente diagnosticadas.
Colposcopicamente, 50% (14/28) presentaron alteraciones relacionadas a VPH, de éstas,
85,71% (12/14) evidenciaron regresion de dicha alteracion. La incidencia acumulada para
VPH fue 10,34% (3/29). La tasa de incidencia fue 4,23% (3/71), lo que es igual a 4,23
casos nuevos de infeccion por VPH por cada 100 personas, por afio de seguimiento. En
conclusién el presente trabajo muestra una elevada frecuencia de infeccion por VPHAR,
con predominio de VPH18 y 16 y en general de infecciones mdltiples. La colposcopia
resultd mejor predictor que la citologia para infeccion. El estudio de seguimiento permitio
observar un bajo porcentaje de infeccion persistente, y una elevada frecuencia de
negativizacion de la infeccion viral, elevada regresién de lesiones citologicas Yy
colposcopicas, una incidencia acumulada baja y una tasa de incidencia similar a la
reportada por otros paises latinoamericanos y superior a paises europeos.

Palabras clave: Virus Papiloma Humano, Reaccién en Cadena de la Polimerasa, Infeccion
persistente

Antecedentes

El cancer cervical (CC) fue relacionado con la infeccion por VPH en la década de 1970,
cuando surgio la hipotesis propuesta por el Doctor Harold zur Hausen de que éste podria
ser causado por infecciones con el virus identificado en los condilomas acuminados (1). En
el afio 2009, al Dr. zur Hausen se le otorgd el Premio Nobel de Medicina por esta novedosa
idea, y por demostrar la presencia del genoma de VPH en tejido de CC (2). La infeccion
cervical por genotipos de VPH de alto riesgo oncogénico (VPHAR), esta estrechamente
ligada al diagndstico de lesiones pre-invasoras y a CC invasivo; reportandose al respecto
que aproximadamente el 80% de estos casos pueden ser asociados a infecciones por los
genotipos de VPHAR 16, 18, 45y 31 (3).

Actualmente, el CC representa el cuarto tipo de cancer mas comun en la poblacion
femenina, constituyendo una causa importante de morbilidad y mortalidad, con una
incidencia de aproximadamente 528.000 nuevos casos Yy una ocurrencia de 266.000
defunciones a nivel mundial durante el afio 2012; alrededor del 80% de estos casos afecta a
mujeres que residen en paises en desarrollo, donde el CC totaliza el 12% de las neoplasias
diagnosticadas, y el 7,5% de las muertes en la poblacion femenina. Asi mismo, se ha
determinado que América del Sur esta incluida entre las regiones de mayor riesgo para el
desarrollo de CC, con una tasa estandarizada por edad de 31,5/100.000 mujeres (4).

Estudios realizados en el transcurso de los dltimos diez afios, han mostrado que la
prevalencia de la infeccion por VPH en nuestro pais es superior al 25%, tanto en mujeres
asintomaticas para patologia cervical como en las que tienen algun grado de anormalidad
citoldgica diagnosticada (5-7). De acuerdo a las estadisticas del registro Nacional de
Tumores del Ministerio del Poder Popular para la Salud (MPPS) de Venezuela, el CC es la
segunda causa de muerte en las mujeres venezolanas entre 15 y 76 afios de edad; ademas se



ha reportado que, en nuestro pais, cada afio se diagnostican aproximadamente 4.000 casos
de CC y 1.700 mujeres mueren por esta patologia (8, 9).

La progresion de las lesiones relacionadas a la infeccién cervical por VPHAR hasta CC,
ocurre s6lo en un pequefio porcentaje de las mujeres afectadas, debido a que en su mayoria
estas infecciones son autolimitantes, siendo el tiempo promedio para su resolucién de 6-18
meses; en estos casos la mujer no expresa sintomas clinicos y el &rea infectada es citoldgica
y colposcopicamente normal. Una posible explicacion a dicho planteamiento esta basada en
el hecho de que algunos genotipos de VPH son més persistentes que otros, habilidad que
esta codificada genéticamente y, por tanto, asociada a su patogenicidad (2).

Las infecciones persistentes por VPH tienen una elevada probabilidad de evolucionar a
cancer, si los genotipos asociados a la misma estan incluidos en el grupo de alto riesgo
oncogenico, debido principalmente a que la persistencia puede inducir cambios genéticos
secundarios, dada la interferencia de las oncoproteinas virales en los puntos de control del
ciclo celular, y su habilidad para inducir la inmortalizacion de los queratinocitos (10-12).
En este sentido, se ha reportado que en las pacientes con infecciones por VPHAR que
permanecen en el tiempo, alrededor de un tercio de las NIC Il progresan a CC invasivo
entre 10 a 20 afos, por lo cual estas lesiones suelen ser el blanco de los programas de
cribado para la prevencion y deteccion temprana del CC (13).

De acuerdo con los conceptos anteriormente expuestos, se consideré importante realizar un
estudio clinico epidemiolégico prospectivo de cohorte, dirigido a establecer la prevalencia
de infeccion cervical por VPH, evidenciar las posibles asociaciones existentes entre la
infeccion por VPHAR vy la progresion hacia diferentes grados de severidad de las lesiones
citoldgicas y colposcopicas detectadas y evaluar la persistencia de la infeccién por VPH y
de las lesiones cervicales mediante el estudio de una cohorte, lo que contribuye al
conocimiento de la realidad epidemioldgica en cuanto al comportamiento de la infeccién
por este agente viral, su repercusion sobre el estado de salud de las mujeres de nuestra
comunidad, y la evaluacién de la progresion o resolucion de las lesiones cervicales
asociadas a VPH.

Métodos

Tipo de estudio: En el presente estudio clinico epidemioldgico se siguié un disefio
experimental de cohorte, de tipo prospectivo concurrente.

Muestra poblacional: Para el desarrollo de la investigacion se seleccionaron al azar 409
mujeres con edades comprendidas entre 15 y 69 afios de edad, sexualmente activas o que
habian iniciado actividad sexual, que asistieron a la consulta de ginecologia del Instituto
Auténomo Hospital Universitario de Los Andes (IAHULA) del estado Mérida- Venezuela,
durante el lapso de tiempo en el cual se realizo el estudio.

Criterios de inclusion y exclusion: Se incluyo en la investigacion a mujeres consultantes
en el servicio de ginecologia sometidas a una rutina de despistaje semestral, anual o
bianual. Asi mismo, se excluyo del estudio a todas las mujeres que, para el momento de la



entrevista y toma de muestras, presentaron sangrado genital por menstruacion normal,
metrorragia 0 menorragia, y a las que presentaron cambios en el cuello uterino debidos a
procedimientos quirurgicos que impidieron la correcta toma de muestra. De igual forma se
excluyeron mujeres con embarazo diagnosticado y mujeres seropositivas por VIH, o bajo
tratamiento inmunosupresor.

Normas bioéticas: A todas las participantes seleccionadas y a los padres y/o representantes
de las menores de edad, se les explico acerca de la naturaleza e importancia del estudio, e
informé que el mismo seria realizado siguiendo los principios establecidos por la
Organizacion Mundial de la Salud para investigaciones médicas en seres humanos (14);
ademas, se les solicitd su autorizacion mediante consentimiento previa informacion. El
protocolo de trabajo fue evaluado y avalado por el Comité de Bioética del Instituto de
Biomedicina, Ministerio del Poder Popular para la Salud y por el Consejo de Facultad de
Medicina, ULA, Mérida.

Protocolo de seguimiento: A 57 de las mujeres participantes en el estudio, se les aplicd un
protocolo de seguimiento durante 15 +/- 5 meses, distribuidas segun los reportes de la
deteccion de VPH, citoldgico y colposcépico, para evaluar la aparicion y/o evolucion de
posibles modificaciones patoldgicas endocervicales, y su asociacion con la incidencia y
persistencia de las infecciones por VPH, identificadas en este grupo de pacientes.

Toma de muestras: A todas las participantes se les hizo una evaluacién ginecoldgica, la
cual fue realizada por personal médico calificado; el reporte de este estudio se registré en
una ficha clinica disefiada para tal fin.

Se obtuvieron muestras de hisopados cervicales, para su posterior procesamiento por la
técnica de Papanicolaou. Los resultados se expresaron segun los términos establecidos en la
clasificacion de Bethesda, a saber: negativo para lesiones intraepiteliales o malignidad;
células escamosas atipicas (ASC), incluye células con alteraciones que no son claramente
pre-cancerosas; células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASCUS),
involucra todas las células que se encuentran entre los cambios celulares benignos y la
lesion intraepitelial; células escamosas atipicas que no excluyen una lesion de alto grado
(ASC-H); lesién intraepitelial de bajo grado (LIE BG), comprende los casos de displasia
leve/NIC |, y los cambios celulares asociados a infecciones por VPH; lesion intraepitelial
de alto grado (LIE AG), cambios celulares asociados a displasias moderadas o severas/NIC
I, NIC Ill, y carcinoma in situ (15).

Se tomd una segunda muestra cervical con un escobillon, empleando el estuche DNA
collection device (Digene® Corporation, Gaithersburg, MD, EE UU); éstas se utilizaron
para el aislamiento de ADN vy la identificacion de infecciones cervicales por VPH.

Muestra de biopsias cervicales: Las muestras de biopsias de cuello uterino, de las 41
pacientes que presentaron lesiones cervicales al momento del examen ginecolégico, fueron
obtenidas por el médico ginec6logo; una porcion del tejido fue incluida en formol al 10%,
para su posterior analisis histologico, y otra porcion se coloc6 en medio de lisis ATL
(QIAGEN®), y se congelaron a -70 °C, hasta su procesamiento. Los resultados se
expresaron segun los términos establecidos en la clasificacion establecida por el Instituto



Nacional del Cancer de EE UU (NCI, de sus iniciales en inglés National Cancer Institute).
Esta evaluacion se llevd a cabo aplicando la tincion con Hematoxilina-Eosina a los cortes
tisulares, y permitio evidenciar la presencia de lesiones histopatoldgicas. La NIC se divide
en los grados I, Il y I1I. NIC I corresponde a la displasia leve, NIC Il a la displasia
moderada y NIC 111 a la displasia grave y cancer in situ (15).

Evaluacion colposcopica: A todas las participantes en el estudio se les realiz6 un examen
colposcopico de cérvix, vagina y vulva. Se utilizé la nomenclatura internacional establecida
por la Federacion Internacional para Patologia Cervical y Colposcopia (IFCPC, de sus
iniciales en inglés International Federation for Cervical Pathology and Colposcopy), para
clasificar los patrones colposcopicos observados (16). En funcion a esta clasificacion, las
pacientes se ubicaron en las siguientes categorias: hallazgos colposcépicos normales;
hallazgos colposcopicos anormales, aqui se ubican todas las observaciones atipicas,
divididas a su vez en alteraciones colposcopicas menores y mayores. Las atipias menores
comprenden epitelio acetoblanco plano, mosaico fino, punteado fino y epitelio parcialmente
positivo al yodo. Por otra parte, las mayores incluyen epitelio acetoblanco denso, mosaico
grueso, punteado grueso, epitelio yodo negativo y vasos atipicos; caracteristicas
colposcopicas sugestivas de cancer invasivo; colposcopia insatisfactoria y hallazgos
miscelaneos (condiloma, queratosis, erosion, inflamacién, atrofia, deciduosis y polipos).

La evaluacion colposcopica de las pacientes se incluyd como una herramienta para el
diagnostico de rutina de atipias cervicales, de acuerdo con los pardmetros propuestos para
Venezuela en la Reunion de Consenso en Virus del Papiloma Humano, 2008, publicados en
la Gaceta Médica de Caracas (17).

Procesamiento de las muestras para el diagnostico de VPH
Aislamiento de ADN: Se utilizé el estuche comercial de extraccion QlAamp DNA Mini
Kit (QIAGEN®), de acuerdo con las instrucciones del laboratorio fabricante.

Cuantificacién del ADN extraido: La concentracion del ADN extraido fue determinada
por espectrofotometria, a 260 nm, utilizando para ello el fotometro UV1101/1101T
(Biotech, Cambridge, UK).

Amplificacion de los fragmentos de ADN VPH especificos por nested-PCR multiple,
region génica viral E6/E7: Esta técnica se aplico para la deteccion y genotipificacion de
VPH. La primera reaccion permitio la deteccion de secuencias especificas de ADN de
VPH, contenidas en una region conservada de los genes tempranos e6/e7, utilizando para
ello los pares de iniciadores de consenso GP-E6-3F/5B/6B, de acuerdo con el protocolo
descrito previamente por Sotlar et al., 2004 (18). Como control interno de la reaccién se
amplificé un fragmento de aproximadamente 248 pb del gen de la b-globina humana (19) y
como el control VPH positivo se utilizo el oligonuclettido de ADN-VPH comercial, HPV-
C001 (Maxim Biotech, Inc). Todas las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de
25 ul, conteniendo 100 ng de ADN gendémico total, 10 ul de HotStarTaqg® Master Mix 2X
y 400 nM de cada oligonucle6tido. (Figura 1)

La PCR multiple, en formato nested, permitid la identificacién de los genotipos virales de
alto riesgo oncogenico VPH16, 18, 31, 33, 45, 52, 56 y 58, y de bajo riesgo VPH6/11 (18).



En este ensayo para la mezcla de reaccion se utiliz6 10 ul de HotStarTag® Master Mix 2X
y 400 nM de cada oligonucledtido; como ADN blanco se tomé 2 ul a partir de la dilucion
1/10 del producto de la PCR GP-E6/E7, en un volumen final de 25 pl. Controles VPH
positivos: se utilizd en cada reaccion realizada los oligonucledtidos de ADN-VPH
comerciales, HPV-C001 para VPH16/18, HPV-4011-18 para VPH18, HPV-4009-33 para
VPH33, y HPV-4012-11, para VPH11, todos de Maxim Biotech, Inc. Los otros genotipos
identificados se evaluaron a partir del peso molecular del amplicon obtenido en la PCR,
segun su ubicacion en el gel de agarosa, en comparacion con el marcador de peso molecular
utilizado. (Figura 2)

Todas las amplificaciones anteriormente descritas, se procesaron en un Termociclador
modelo ABI 2400 (Applied Biosystems). Para visualizar los productos de reaccion, éstos
fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1,20%, con 10 pl de bromuro de
etidio/100 ml de agar, y posterior iluminacion con luz UV. En la corrida electroforética se
incluyé un marcador de peso molecular de 1.000 pb, escalera de 100 pb (100 bp DNA
Ladder, Invitrogen) y el buffer 10X blue juiceTM gel loaddin buffer (Invitrogen) para
verificar el tamafo de las bandas obtenidas.

Definicion de infecciones persistentes por VPH: Se tomd como una infeccion persistente
la positividad para el mismo genotipo viral en dos tiempos puntuales: en la primera
evaluacion realizada y en la que se llevo a cabo 15 meses después. Es importante sefialar
que todas las pacientes incluidas en el seguimiento expresaron ser sexualmente activas;
razon por la cual no se evalu6 el parametro “abstinencia sexual”.

Recoleccion y Analisis de los datos: Se construy6 una base de datos en el programa EPI
Info 2012, version 7.0, el cual se utilizd para el andlisis estadistico descriptivo de los
resultados, distribucion de frecuencia de las infecciones por VPH de alto y bajo riesgo y
asociacion en escalas cualitativas de los diversos grupos identificados, con variables
clinicas y epidemiolégicas de las pacientes, las cuales se resumieron en proporciones. El
analisis estadistico inferencial y la definicion de asociaciones significativas se realizo
mediante la prueba Chi-cuadrado. Se determinaron los indicadores Tasa de incidencia o
densidad de incidencia, calculada como el cociente entre el niUmero de casos nuevos de una
enfermedad ocurridos durante el periodo de seguimiento y la suma de todos los tiempos
individuales de observacion e incidencia acumulada, referida a la proporcidon de personas
candidatas que desarrollan la enfermedad durante el periodo de observacion (20).

Resultados:
Frecuencia de deteccion de infeccion por Virus Papiloma Humano

De 409 mujeres estudiadas, en el 37,40% se detecto ADN de VPH a partir de muestras
cervicales (Tabla 1).

Distribucion de frecuencias de la infeccion por VPH por grupos de edad



El 85% de las infecciones por VPH se presentaron en mujeres menores de 45 afios de edad,
se observo un porcentaje similar en mujeres de 15 a 24 afios de edad y las de 25 a 34 afios
(Gréfico 1).

Frecuencia de genotipos de VPH encontrados en las 153 muestras positivas para
infeccion

Un 85,96% de los VPH encontrados, correspondieron a genotipos de alto riesgo
oncogénico, de éstos el 80,92% fueron genotipos VPH16 y 18, con un porcentaje de 34,28
para el primero y 46,64 para el segundo (Tabla 2).

Frecuencia de infecciones Unicas y mixtas por genotipos de VPH encontrados en 153
muestras cervicales

Del total de genotipos encontrados el 53,93% (96/178) correspondid a infecciones mixtas,
siendo las combinaciones mas frecuentes VPH18/16 con 31,25% (30/96) y VPH 18/6y11
con un 20,83% (20/96), esta Gltima con significancia estadistica (p<0,000029 test %°). Sin
embargo; al considerar cada genotipo por separado tanto el VPH18 como el VPH16
mostraron frecuencias mayores para infecciones individuales, 58,54 % (48/82) y 37,80%
(31,82) respectivamente (Tabla 3).

Relacion entre infeccién por VPH y resultado citolégico de muestras cervicales

De 153 muestras positivas para infeccion con VPH, el 83,67% (128/153) mostré resultados
citoldgicos normales, mientras que un 13,74% (21/153) fue reportado LIEBG, otras
categorias como LIEAG y ASCUS-H fueron reportados en porcentajes muy bajos de 0,65%
para cada uno. Al relacionar el reporte citoldgico LIEBG con infeccién por VPH18 se
encontré una asociacion con significancia estadistica (p<0,02 test 5°) (Gréfico 2).

Relacién entre infeccion por VPH y resultado colposcopico de muestras cervicales

De 153 muestras positivas para infeccion con VPH, el 49,67% (76/153) mostré resultados
colposcopicos anormales, y un 47,71% (73/153) colposcopia normal. Dentro de los
resultados anormales el 96,05% correspondieron a atipias colposcépicas menores y un
26,32% a atipias colposcopicas mayores. Se observo asociacion estadisticamente
significativa entre infeccion por VPH y colposcopia anormal, particularmente con reportes
DZT (dentro de la zona de transformacién) y ZINCN (zona iodo negativa de contornos
netos) (p<0,0019 test ¥°). De igual forma para epitelio acetoblanco denso y tenue (p<0,0019
test Xz). La asociacion entre infeccion por VPH vy test de Schiller positivo resulto
estadisticamente positiva (p<0,02 test x°) (Grafico 3 y Grafico 4).

Persistencia de la deteccion de infeccion por VPH y sus genotipos en muestras
cervicales de 57 pacientes sometidas a estudio de seguimiento

Al hacer seguimiento a una cohorte de 57 mujeres del muestreo inicial, en un periodo de
tiempo de 15 meses, se observd una prevalencia inicial de morbilidad del 49,12% (28/57
mujeres), a partir de esta condicion se encontré en el segundo momento de su estudio,
elevada negativizacion de la infeccion, demostrada por la ausencia de deteccion de ADN de



VPH en las muestras cervicales del 89,29% (25/28) de las mujeres inicialmente infectadas
por VPH; igualmente, se hall6 baja persistencia de infeccion por VPH, 10,71% (3/28
mujeres), y al estudiar la persistencia de genotipos especificos, se encontré en so6lo 1 caso
para VPH18, representando el 16,67% (1/6) de las pacientes que fueron positivas
inicialmente para este genotipo viral. Estas observaciones permiten establecer una
incidencia acumulada de la infeccion por VPH del 10,34% (3/29) en 15 meses. Al
determinar la tasa o densidad de incidencia de la infeccion viral, se obtuvo un valor de
4,23% (3/71), lo que es igual a 4,23 casos nuevos de infeccién por VPH por cada 100
personas, por afio de seguimiento (Tabla 4).

Persistencia de la deteccion de infeccion por VPH en muestras cervicales de 57
pacientes sometidas a estudio de seguimiento y su relacién con el reporte citoldgico

En el muestreo inicial, el 17,54% (10/57) de las mujeres evaluadas presentaron alteraciones
citologicas, y el 80% (8/10) de las mismas fue positivo para la deteccién de ADN de VPH.
Al observar los resultados obtenidos después del seguimiento, se puede apreciar que hubo
una regresion del 100% (10/10) de las lesiones previamente diagnosticadas en todas las
pacientes, tanto positivas como negativas para VPH, y negativizaciéon de la infeccion por
VPH. Dos pacientes presentaron lesiones cervicales nuevas (LIE BG en ambas) después del
tiempo de seguimiento; cabe resaltar que estas dos pacientes presentaron infecciones
nuevas por VPH, clasificadas en el grupo de las que resultaron negativas para los genotipos
virales investigados en el presente estudio (Tabla 5).

Persistencia de la deteccion de infeccion por VPH en muestras cervicales de 57
pacientes sometidas a estudio de seguimiento y su relacion con el reporte colposcopico

El 50% (14/28) de las pacientes positivas para la infeccién por VPH en el muestreo inicial,
mostraron lesiones colposcopicas, con escasa diferencia entre los casos de atipias menores
y mayores. En el 85,71% (12/14) de dichos casos, se observé después del tiempo de
seguimiento la desaparicion de las alteraciones colposcopicas inicialmente encontradas, asi
como negativizacion de la infeccion por VPH (Tabla 6).

Discusion:

El porcentaje de deteccion de la infeccion viral fue de 37,40%, destacando que el 83,67%
de estos reportes VPH positivos se presentaron en mujeres con citologia normal, hallazgo
que es considerado superior al registrado en la poblacion general alrededor del mundo,
comprendido entre 9 y 13% (3, 9, 21); asi mismo, el porcentaje de infecciones por VPH
determinado contrasta con la estimacion descrita previamente por Bruni et al. (22) para
América Latina, quienes describen una prevalencia de VPH del 16,10%, en mujeres con
citologias normales.

El elevado porcentaje de muestras cervicales VPH positivas encontradas en nuestro estudio
puede deberse a la naturaleza de estas infecciones, las cuales han mostrado elevada
variabilidad, dependiendo de multiples factores, tales como la demografia, las
caracteristicas de comportamiento de la poblacion estudiada y el método de diagndstico
aplicado (23). Similarmente, estudios realizados al respecto en Venezuela, expresan un



rango de positividad variable para esta infeccion (5, 24-27); en este sentido, al contrastar
los hallazgos del presente estudio con otras dos investigaciones realizadas en la poblacion
femenina del estado Mérida, utilizando para ello protocolos de diagnoéstico diferentes al del
presente estudio (VPH PCR-E6/E7); en uno se aplico la prueba de Captura de Hibridos de
segunda generacion (28), mientras que en el otro se utilizé la técnica de amplificacion de
secuencias genicas especificas PCR-RFLP (29),en dichos estudios reportaron prevalencias
para VPH del 12,54% y 51,90%, respectivamente; ademas, tanto en nuestro trabajo, como
en el primero de los anteriormente citados, se evaluaron mujeres con y sin diagndstico
previo de infeccion por VPH, mientras que en el segundo s6lo se estudiaron mujeres con
diagnostico clinico previo de la infeccion viral, ya sea por citologia, colposcopia o biopsia.
Estos datos sugieren que el método de diagndstico utilizado y las caracteristicas de la
poblacién evaluada, tienen una influencia directa en el nivel de deteccion de la infeccion
viral.

Es importante enfatizar la elevada frecuencia de genotipos de VPHAR identificados en la
poblacién estudiada en la presente investigacion, tanto en infecciones multiples como
individuales; asi mismo, destaca en los hallazgos que VPH18 fue el genotipo viral mas
frecuentemente detectado, seguido por VPH16. La distribucion relativa de estos genotipos
en las mujeres evaluadas es similar a los datos publicados previamente en la ciudad de
Meérida, Venezuela, los cuales evidencian predominio de infecciones por VPH18 sobre los
otros genotipos evaluados (28). Por el contrario, los resultados del presente estudio difieren
de los informes publicados anteriormente por otros investigadores alrededor del mundo,
donde resalta que VPH16 fue el genotipo mas identificado (30-33); sugiriendo que los
genotipos de VPH reportados en diferentes regiones alrededor el mundo puede variar en
tipo e incidencia relativa (33).

Entre las muestras positivas para ADN de VPH identificadas en este estudio, las
infecciones multiples con dos 0 méas genotipos fueron reportadas en un 53,93%, mostrando
la importancia de las pruebas de genotipificacion en pacientes con un reporte positivo para
la deteccidn viral. Esta relevancia esta signada fundamentalmente por el hecho de que las
infecciones multiples por diferentes genotipos de VPH incrementan la probabilidad de
adquirir un genotipo de alto riesgo (23). Asi mismo, estas co-infecciones tienen un elevado
nivel de ocurrencia, lo cual sugiere la presencia de una accion sinérgica entre los diferentes
genotipos virales diagnosticados en una sola muestra (34). En otras investigaciones
realizadas al respecto, se sostiene que las implicaciones clinico-epidemioldgicas de la
infeccion con mdltiples genotipos de VPH son inciertas. Esta afirmacion estd basada en
estudios de seguimiento realizados en mujeres con infecciones por VPH mudltiples, en las
cuales se ha observado que, aunque los genotipos identificados tienden a formar grupos, el
monitoreo de la infeccion en estas mujeres no muestra que estos grupos tengan una
influencia determinante en el curso de la infeccidn viral y el desarrollo de lesiones malignas
en las pacientes afectadas (35).

Los resultados obtenidos en el presente estudio, a partir del analisis citolégico de las
muestras cervicales, por la técnica de Papanicolaou, evidencian que un 15,03% de las
pacientes VPH positivas, mostraron cambios citoldgicos sugestivos de esta infeccion viral,
resaltando el predominio de infecciones por VPH AR en las pacientes con diagnéstico de
LIEBG. Los datos anteriormente mostrados reflejan una relacion entre los genotipos de



VVPH identificados y el reporte citolégico anormal. Consecuentemente, estos resultados
fortalecen el concepto ampliamente conocido, sobre la importancia de la deteccion y
genotipificacion de VPH dentro de la consulta ginecoldgica de rutina. En este orden de
ideas, publicaciones previas han mostrado un elevado riesgo de progresion de las lesiones
cervicales, de NIC | a CC, en pacientes infectadas con VPH16 y/o VPH18; estimandose
que en un lapso de tiempo de 12 meses, en aproximadamente de 3,50% a 12% de las
mujeres infectadas con genotipos de VPHAR, ocurre la progresion de lesiones cervicales a
distintos grados de NIC (12, 34). Similarmente, dos meta andlisis de publicaciones
relacionadas con la prevalencia a nivel mundial de infeccion por VPH vy la distribucion de
los genotipos virales en muestras cervicales, en mujeres con hallazgos citolégicos normales
y anormales, concluyeron que la realizacion de pruebas para el diagnéstico de VPH,
simultaneamente con la evaluacion citoldgica, estuvo asociada con una reduccion
significativa de la progresion de lesiones cervicales a CC y de las muertes por esta
patologia (22, 36).

Por otra parte, actualmente esta bien reconocido que en alrededor del 60% de las mujeres
con citologia normal y una prueba de ADN de VVPH positiva, el reporte de la infeccion viral
se negativiza en los seis meses siguientes al primer informe. Sin embargo, cuando se trata
de pacientes mayores de 40 afios, el riesgo de progresion de NIC I a NIC Il en los 10 afios
siguientes aumenta significativamente, comparado con el de las mujeres jovenes (12, 37).
La variacién de distribucion de la infeccion por VPH en pacientes con LIE y CC, asi como
la informacion sustentada en estudios prospectivos, establecen que existe un riesgo
genotipo-especifico del desarrollo y evolucidn de lesiones cervicales, en las mujeres con
citologia anormal; sugiriendo que, en la practica clinica, la distincion del genotipo de VPH
involucrado en el proceso infeccioso tiene el potencial de mejorar el monitoreo de las
mujeres con LIE (22). En otras palabras, la identificacion de VPH ha mostrado mayor
sensibilidad para sugerir la presencia de lesiones neoplésicas, comparado con el test de
Papanicolaou (38).

Cabe resaltar las recomendaciones para pruebas de tamizado de CC, emitidas en el
Congreso Americano de Ginecologos y Obstetras 2012, las cuales sefialan que las
evaluaciones ginecolodgicas con citologia cervical no deben ser superiores a un 1 afio; sin
embargo, el tiempo entre evaluaciones puede aumentar a un intervalo entre 3 a 5 afios con
realizacion de citologia y la incorporacién de pruebas de deteccion de la infeccion por
VPHAR (39). Esta sugerencia de despistaje esta dirigida a disminuir las tasas de CC que se
registran anualmente en el mundo, principalmente en los paises en vias de desarrollo, ya
que la citologia convencional tiene limitaciones al comparar su sensibilidad y especificidad
con la colposcopia o los analisis histopatol6gicos de biopsias (37).

El examen colposcapico realizado fue sugestivo de la infeccion viral en un rango superior
al obtenido por la técnica de Papanicolaou, igualmente, se observo una asociacion
estadistica significativa entre la deteccién de VPH y los hallazgos colposcépicos anormales,
demostrandose que la colposcopia tuvo un elevado valor predictivo para el diagndstico de
la infeccion por VPH. Estos resultados son coincidentes con los reportados por Mitchell y
col. (40), quienes encontraron una sensibilidad y especificidad promedio de 96% y 48%,
respectivamente, de la colposcopia para la deteccién de anormalidades histopatoldgicas,
incluyendo NIC 1 a NIC Il y CC. Los hallazgos del presente estudio ratifican la



importancia de la evaluacion colposcopica realizada a las pacientes durante el examen
ginecologico de rutina; en este sentido, se ha demostrado que en aproximadamente el 69%
de las mujeres que presentan cambios colposcopicos atipicos se identifica al menos un
genotipo de VPHAR (41).

En el presente estudio, a 57 participantes se les realiz6 un seguimiento durante el periodo
de tiempo de 15 meses, siendo la tasa de morbilidad de la infeccion por VPH en este grupo
del 49,12%. Al finalizar el tiempo de seguimiento se pudo apreciar que la persistencia de
casos positivos para la infeccion por VPH fue baja (10,71%); asi mismo, la infeccién
persistente por genotipos especificos virales sélo se identifico en una paciente positiva para
VPH18 (16,67%). Los datos obtenidos en el presente estudio coinciden con lo planteado en
otra investigacion, en la que se demostrd que la infeccion por genotipos de VPH
oncogénicos tiene un promedio de duracion aproximada de 8 meses, mientras que la
duracion por VPH no oncogénicos se estima en 4 meses (42). Numerosos estudios han
sefialado que la infeccion persistente por VPH es de suma importancia en el desarrollo y
avance de lesiones precancerosas a CC, y que este proceso puede tomar de 1-10 afios (13).
Asi mismo, es conocido que la asociacion entre la infeccion por VPHAR vy la presencia de
NIC es mas fuerte para una persistencia de 12 meses, que para una de 6 meses, aungue esta
relacion puede variar dependiendo del genotipo viral (43). Algunos datos sugieren que
VPH16 persiste en promedio mas tiempo infectando el epitelio cervical, en comparacion
con otros genotipos virales, de tal manera que aquellas lesiones asociadas a la presencia de
VPH16 podrian progresar a un cancer mas rapidamente que las que no presentan VPH o
tienen otro tipo viral (44).

Datos complementarios a los obtenidos en la presente investigacion con respecto a la
persistencia de la infeccion por VPH, muestran que se determind un elevado porcentaje
general de negativizacion de la infeccion viral (89,29%) en las 28 pacientes VPH positivas
en el muestreo inicial. En este sentido, existe consistencia entre nuestros resultados y las
estimaciones de diversos estudios realizados en mujeres VPH positivas, en las que la tasa
de resolucién de la enfermedad viral es alta a lo largo del primer afio de infeccion, tal como
lo describen los trabajos realizados por Schmeink y col. (45), y Mufioz y col. (46), quienes
reportaron una resolucion de la infeccién viral del 70% antes de los 6 meses del intervalo
de seguimiento, y una media de duracion de la infeccién por VPHAR de 14,8 meses,
respectivamente.

La incidencia acumulada de la infeccion por VPH, obtenida en esta investigacion (10,34%,
en 15 meses) difiere de otros estudios publicados previamente, en los cuales este indicador
es considerablemente superior, Winer y col. (34) citan una incidencia acumulada del 32,3%
(IC 95% = 28,0-37,1) a los 2 afios de seguimiento, en 603 universitarias; esta diferencia
podria deberse a que el trabajo referido incluyd mayor nimero de participantes y solo
mujeres jovenes, mientras que en la presente investigacion el nimero de mujeres estudiadas
fue menor, se incorporaron tanto jovenes como mujeres mayores, con un rango de edad
entre 15y 69. Mufioz y col. (47) reportaron una elevada incidencia de infecciones por VPH
en su investigacion de seguimiento desarrollada en 1.728 mujeres, durante 9 afos; en este
caso, aunque la poblacion estudiada incluyo tanto jovenes como mujeres de edad madura
(rango entre 15-85 afios) las diferencias con nuestro estudio estarian definidas por el
numero de participantes y el tiempo de seguimiento.



En cuanto a la tasa o densidad de incidencia de la infeccion viral, se obtuvo un valor de
4,23 casos nuevos de infeccion por VPH por cada 100 personas, por afio de seguimiento;
Estos resultados coinciden con los reportados en otro estudio de cohorte realizado en
Colombia, que incluyé 1.610 mujeres entre 15 y 85, afios con citologia normal, a las que se
les realizé seguimiento cada 6 meses durante una media de 4,1 afios, y la tasa de incidencia
determinada para VPHAR fue de 5 casos por 100 mujeres-afio (46). Asi mismo, Font y col.
(48), en 1.383 mujeres atendidas en el area metropolitana de Barcelona, Espafia, observaron
una incidencia de nuevas infecciones del 2,00% anual a lo largo de un seguimiento de 3
afios. La distribucion de las infecciones por VPH identificadas en las 57 pacientes a las
cuales se les aplicd el protocolo de seguimiento, de acuerdo a los resultados de las
evaluaciones citologicas realizadas, evidencio que en el muestreo inicial, el 17,54% de las
participantes presenté alteraciones citoldgicas; después del seguimiento, hubo una regresion
del 100% de dichas lesiones, tanto en mujeres positivas como negativas para VPH, dicha
regresion fue simultanea con la negativizacion de la infeccion viral, lo cual apoya la
relacién causal entre la infeccion por VPHAR vy la ocurrencia de lesiones cervicales en las
mujeres afectadas.

La evaluacion de las infecciones persistentes por VPH, diagnosticadas en esta
investigacion, de acuerdo con las atipias colposcopicas reportadas, mostré que las tres
pacientes bajo esta condicion no presentaron atipias colposcépicas después del
seguimiento. Por otra parte, hubo regresion de las alteraciones colposcépicas en un elevado
porcentaje de las pacientes que presentaron negativizacion de la infeccion viral. Los
resultados presentados anteriormente sustentan el concepto segun el cual la severidad de las
alteraciones colposcépicas estaria relacionada con la frecuencia de infecciones cervicales
persistentes por VPHAR (49, 50), hecho sustentado en que la mayoria de los CC son
precedidos por largos periodos de infecciones por VPHAR, y la presencia de estos
genotipos virales en las células afectadas conlleva a maultiples cambios en el tejido
intraepitelial cervical, lo cual aumenta la posibilidad de su desarrollo progresivo a NIC 111y
a CC (49). En relacion a la edad, al considerar la positividad de infeccidén por VPH, el 85%
se ubicd en mujeres menores de 45 afios de edad, con los mé&ximos porcentajes de
positividad en el grupo de menores de 35 afios de edad. Diferentes estudios realizados en
Venezuela reportan resultados que coinciden con los obtenidos en el presente estudio (5,
28, 51). La positividad de la infeccion por VPH decliné con el aumento de la edad de las
participantes; este dato coincide con los hallazgos obtenidos en un trabajo llevado a cabo
recientemente en lItalia, en el cual la prevalencia de genotipos de VPHAR tuvo un
incremento significativo en las mujeres menores de 35 afios, para luego disminuir
gradualmente con el aumento de la edad de las participantes (52). La disminucion de
prevalencia de la infeccion por VPH a medida que aumenta la edad, a menudo esta definida
por cambios en el comportamiento sexual, y a eliminacién del proceso infeccioso mediado
por la accion localizada de los elementos del sistema inmunologico de la persona afectada
(53).

Conclusiones



El presente trabajo muestra una elevada frecuencia de infeccion por VPHAR en la
poblacién de mujeres menores de 45 afios de edad evaluadas en este estudio, con
predominio de VPH18 y 16 y en general de infecciones multiples. La colposcopia resultd
mejor predictor que la citologia para infeccién por VPH con significancia estadistica entre
la infeccion por este virus y colposcopia anormal. El estudio de seguimiento de la cohorte
permitio observar un bajo porcentaje de infeccidn persistente, una elevada frecuencia de
negativizacion de la infeccion viral, elevado porcentaje de regresion de lesiones citoldgicas
y colposcopicas, una incidencia acumulada baja y una tasa de incidencia similar a la
reportada por otros paises latinoamericanos y superior a paises europeos.
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Figura 1. Reaccion en cadena de la polimerasa para amplificacién de VPH, region

GP-E6/ET7
630 bp

génica e6e7.

O 1Dl 1o 2] 314,15 .16, -17

PCO4/GH20
248 bp

PCR VPH EG6/E7: 1: Control negativo; 2: Marcador Peso Molecular; 3: Control positivo
genérico HPV-C001, amplicon de 630 pb; 4: Muestra VPH positiva; 5-17: Muestras VPH
negativas. En todas las muestras (4-17) se observa amplificacion de un fragmento
especifico del gen de la beta-globina humana.

Figura 2. Reaccion en cadena de la polimerasa Nested-Multiple para amplificacion de
genotipos especificos de VPH, regidn génica e6e7.

VPH16 457 bp
VPH18 322 bp

VPHG6/11 334 bp

\/PH52 229 bp

10 11 12 13 14 15 16

\/PH31 263 bp

VPH33 398 bp

Nested PCR Mudltiple, VPH E6/E7. A. Identificacion de los genotipos VPH16, 18, 31y
45, 1: Control negativo; 2: Marcador Peso Molecular; 3: Control positivo genérico HPV-



C001, amplicon de 457 pb; Control positivo para VPH18 (HPV-4011-18), amplicon de 322
pb; 4: Muestra positiva para VPH45; 5, 8, 9, 11: Muestras positivas para VPH18; 6, 7, 10:
Muestras positivas para VPH16/18; 12: Muestra positiva para VPH18/31. B.
Identificacion de los genotipos VPH6/11, 33, 52, 56 y 58. 1: Control negativo; 2:
Marcador Peso Molecular; 3: Control positivo para VPH11 (HPV-4009-11), amplicon de
334 pb; 4, 7, 9: Muestras positiva para VPH6/11; 14, 15: Muestras positivas para
VPHG6/11/58; 6, 8, 10-13, 16: Muestras negativas.



Gréfico 1: Frecuencia de deteccion de VPH en muestras cervicales de
pacientes femeninas por grupos de edad. Mérida- Venezuela. 2008-
2012.
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Fuente: Laboratorio de Microbiologia y Salud Publica. Facultad de Medicina. ULA. MPPS. Mérida.

Gréfico 2: Relacién entre infeccion por VPH y citologia de muestras
cervicales. Mérida- Venezuela. 2008-2012.
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Fuente: Laboratorio de Microbiologia y Salud Publica. Facultad de Medicina. ULA. MPPS. Mérida.




Gréfico 3: Relacién entre infeccion por VPH y colposcopia de
cuello uterino. Mérida- Venezuela. 2008-2012
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Fuente: Laboratorio de Microbiologia y Salud Publica. Facultad de Medicina. ULA. MPPS. Mérida.

Grafico 4: Relacién entre infeccion por VPH y colposcopia de cuello
uterino. Mérida- Venezuela. 2008-2012
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Fuente: Laboratorio de Microbiologia y Salud Publica. Facultad de Medicina. ULA. MPPS. Mérida.



Tabla 1: Frecuencia de deteccion molecular de VPH en mujeres
Mérida- Venezuela. 2008-2012

VPH Numero % % acumulado
Sl 153 37,40 37,40
NO 256 62,60 100,00
TOTAL 409 100,00 100,00

Fuente: Laboratorio de Microbiologia y Salud Publica. Facultad de Medicina. ULA. MPPS. Mérida.

Tabla 2: Frecuencia de genotipos de VPH en 153 muestras
cervicales Mérida- Venezuela. 2008-2012

%

VPH Frecuencia % acumulado
18 83 46,64 46,64
16 61 34,28 80,92
31 2 1,12 82,04
45 2 1,12 83,16
52 2 1,12 84,28
56 1 0,56 84,84
58 2 1,12 85,96
6Y 11 25 14,04 100,00
TOTAL 178 100 100,00

Fuente: Laboratorio de Microbiologia y Salud Publica. Facultad de Medicina. ULA. MPPS. Mérida.



Tabla 3: Frecuencia de infecciones Unicas y mixtas por genotipos de
VPH encontrados en 153 muestras cervicales Mérida- Venezuela

2008-2012.

VPH Unicas % Mixtas % Total
18 48 58,54 35 36,47 83
16 31 37,80 30 31,25 61
31 0 0,00 2 2,08 2
45 0 0,00 2 2,08 2
52 1 1,22 1 1,04 2
56 1 1,22 0 0,00 1
58 1 1,22 1 1,04 2

6Y11 0 0,00 25 * 26,04 25
TOTAL 82 100,00 96 100,00 178

* VPH 18/6y11 con un 20,83% (20/96) (p<0,000029; test x°)
Fuente: Laboratorio de Microbiologia y Salud Publica. Facultad de Medicina. ULA. MPPS. Mérida

Tabla 4: Infeccidn inicial por VPH, persistencia y negativizacién de infeccion en la
cohorte de 57 pacientes estudiadas. Mérida-Venezuela 2008-2012.

. . Persistencia de las Negativizacion de
S Infeccidn Inicial - . - .
Genotipificacion of Genotinos de infecciones por infecciones por
de VPH P P Genotipos de VPH alos Genotipos de VPH a los
VPH
15 meses +/- 5 meses 15 meses +/- 5 meses
Inft_ec_cmnes n % n % n %
Individuales
VPH16 9 32,14 - - 9 100,0
VPH18 6 21,43 1 16,67 5 83,33
Infecciones
Multiples
VPH16/18 4 14,29 - - 4 100,0
VPH18/6/11 2 7,14 - - 2 100,0
VPH18/58 1 3,57 - - 1 100,0
Otros genotipos
de VPH 6 21,43 2 33,33 4 66,67
Total 28 100,0 3 10,71 25 89,29

Fuente: Laboratorio de Microbiologia y Salud Publica. Facultad de Medicina. ULA. MPPS. Mérida



Tabla 5: Infeccidn inicial por VPH, persistencia, negativizacién de infeccién y reporte
citolégico en la cohorte de 57 pacientes estudiadas a los 15 +/-5 meses
Mérida-Venezuela 2008-2012.

Estatus de la Infeccién por VPH inicial

Infecciones Infecciones Infecciones
Hallazgos Citologicos VPH VPH Total  'Ndividuales  Multiples por  por genotipos Total
Negativo Positivo por genotipos  genotipos de de VPH no
de VPH VPH identificados
n % n % n n % n % n % n
o SCUs 1 3,45 - - 1 - - - - - -
%‘;gi'gg'a"" LIEBG 1 345 6 2143 7 4 2667 1 1429 1 1667
EAG - 2 7,14 2 1 6,67 - - 1 16,67
Citologia Negativa® 27 9310 20 7143 47 10 66,67 6 85,71 4 66,67 20
Total 29 1000 28 1000 57 15 1000 7 100,0 6 1000 28
Estatus de la Infeccion por VPH después del seguimiento durante 15 +/- 5 meses
Infecciones Infecciones Infecciones
Hallazgos Citologicos VPH VPH Total Individuales  Mdltiples por por genotipos Total
Negativo Positivo por genotipos  genotipos de de VPH no
de VPH VPH identificados
n % n % n n % n % n % n
Citoloai ASCUS - - - - - - - - - - - -
wlogia- 2 egg - - 27 3w 2 - . - -2 BB 2
Positiva
EAG - - - - - - - - - - - -
Citologia Negativa® 51 1000 4 6667 55 - - - - 4* 66,67
Total 51 1000 6 1000 57 - - - - 6 100,0

" Negativo para Lesiones Intraepiteliales o Malignidad; ASCUS: Células Escamosas Atipicas de Significado Incierto;
’I)_IE BG: Lesion Intraepitelial de Bajo Grado; LIE AG: Lesion Intraepitelial de Alto Grado; -: Resultado negativo (0);

" Nuevas Lesiones reportadas después del seguimiento; *: 3 infecciones persistentes por VPH.

Fuente: Laboratorio de Microbiologia y Salud Publica. Facultad de Medicina. ULA. MPPS. Mérida.



Tabla 6: Infeccion inicial por VPH, persistencia, negativizacion de infeccion y colposcopia en
la cohorte de 57 pacientes estudiadas a los 15 +/-5 meses
Mérida-Venezuela 2008-2012.

Estatus de la Infeccion por VPH inicial

Infecciones Infecciones Infecciones
- VPH VPH Individuales ~ Mdltiples por  por genotipos ~ Total
Hallazgos Colposcopicos Negativo Positivo Total por genotipos  genotipos de de VPH no
de VPH VPH identificados
n % n % n n % n % n % n
Atipias
Colposcopia { Menores 8 2757 8 2857 16 4 26,67 2 28,57 2 3333 8

Positiva Atipias

Mayores 2 670 6 2143 8 3 20,00 1 14,29 2 3333 6
Colposcopia Negativa 19 6552 14 50,00 33 8 53,33 4 57,14 2 3333 14
Total 29 1000 28 1000 57 15 1000 7 100,0 6 1000 28
Estatus de la Infeccion por VPH después del seguimiento durante 15 +/- 5 meses
Infecciones Infecciones Infecciones
.- VPH VPH Individuales ~ Mdltiples por  por genotipos  Total
Hallazgos Colposcopicos Negativo Positivo Total por genotipos  genotipos de de VPH no
de VPH VPH identificados
n % n % n n % n % n % n
Atipias
Colposcopia ) Menores 15* 2941 3" 50,00 18 - - - - 3 60,00 3
Positiva Atipias
Mayores 1% 19 - - 1
Colposcopia Negativa 35 6863 3* 50,00 38 - - 1 10000 2 4000 3
Total 51 1000 6 1000 57 - - 1 - 5 1000 6

+: 5 casos nuevos de atipia cervical después del seguimiento; **: 1 caso nuevo de atipia cervical después del seguimiento; *: 3 infecciones persistentes por VPH; -: Resultado
negativo(0).

Fuente: Laboratorio de Microbiologia y Salud Publica. Facultad de Medicina. ULA. MPPS. Mérida.



