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RESUMEN

El virus de papiloma humano (vPH) es el principal factor de riesgo asociado al
céncer cervical, y es la causa de muerte mas comun por céncer entre las mujeres en
Colombia. Por tanto, crece el interés a nivel mundial y nacional por mejorar las estra-
tegias de control y diagndstico de la infeccidn; incluyendo técnicas de diagnéstico
molecular que identifiquen y diferencien tipos virales especificos para asi tener mejor
entendimiento de la dindmica del virus en la historia natural de la infeccién por vPH.
En el presente trabajo se detectd el vPH en 363 pacientes diagnosticadas con lesiones
ASC-US o LSIL en su citologia, pertenecientes al programa de tamizaje de cancer de
cérvix de la EPS Sanitas. S6lo a 302 de estas muestras se les pudo realizar genotipifi-
cacién por Reverse Line Blot, de éstas el 20,5% (62/302 pacientes) fueron positivas
para VPH; los tipos virales de alto riesgo estuvieron presentes en el 82,2% y los de
bajo riesgo, en el 17,8%. Por primera vez se realiza un acercamiento a la descripcion
de tipos virales especificos, encontrados en muestras con diagndstico citolégico de

ASC-US o LSIL en Bogota.

Palabras clave: infecciones por papillomavirus, sondas ADN-VPH, neoplasias del

cuello uterino.
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SUMMARY

Genotiping human papillomavirus in patients with low-grade
squamous intraepithelial lesion or atipycal squamous cells of
uncertain significance (Asc-us) in Bogot4, Colombia

Human papillomavirus (HPV) is the principal risk factor associated with cervical
cancer, the most common malignancy among women in Colombia. Therefore, a
growing concern globally and nationally to improve strategies to control and diag-
nosis of infection, including molecular diagnostic techniques to identify and differ-
entiate specific HPV types thus have a better understanding of the dynamics of the
virus in history natural infection. In the present work was performed HPV detec-
tion and genotyping in 302 of 363 patients who normally attended the screening
program of the EPS Sanitas, and were subsequently diagnosed with Asc-us lesions.
We found HPV in 20.5% (62/302 patients) divided into 82.2% for high-risk viral
types and 17.8% for low risk. For the first time was a description of specific viral

types found in samples of Asc-Us in Bogotd.

Key words: DNA probes, HPV, papillomavirus infections, cervical intraepithelial

neoplasia.

INTRODUCCION

El cancer de cuello uterino es una de las principales causas de muerte por cancer en
mujeres a nivel mundial, principalmente en paises en vias de desarrollo (1). El agente
etioldgico asociado al cdncer cervical es el virus de papiloma humano (VPH), esencial-
mente los tipos oncogénicos o de alto riesgo; esta infeccidn es una de las mds prevalen-
tes en cuanto a infecciones de transmisién sexual (1TS) en el mundo (2, 3). Una de las
caracteristicas de la historia natural del cincer cervical es que en més del 50% de pacien-
tes con lesiones de bajo grado regresan, mientras que pacientes con lesiones intraepite-
liales de alto grado y céncer tienen una baja probabilidad de regresién; sin embargo, no
es del todo claro porque unas pacientes regresan y otras progresan (4). Por esta razén, es
importante desarrollar estrategias que lleven al conocimiento de factores virales mole-
culares con valor predictivo, con capacidad para indicar qué personas muestran alto
riesgo de desarrollar este tipo de patologias, esto con el fin de implementar medidas de
prevencion, seguimiento e intervencion.
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El propdsito de este trabajo fue genotipificar el VPH en la poblacién de estudio e
implementar la técnica de “Reverse Line Blot” (RLB), ensayo, basado en hibridizacién
reversa a gran escala, que permite la identificacién de 37 genotipos del virus VPH, pre-
via amplificacién de las muestras por PCR con iniciadores GP5+/Bio-GP6+ (5). Ade-
mas, describir la presencia de los factores frecuentemente relacionados con la infeccién
por VPH.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién de estudio

La poblacién de estudio consistié en pacientes usuarias del programa de tamizaje de
cancer de cuello cervical de la entidad promotora de salud (EPs) Sanitas, pertenecientes
al programa de deteccién temprana de cincer de cuello uterino, en la ciudad de Bogota
(Colombia), que consultaron entre octubre de 2006 y enero de 2008.

El tamano muestral fue definido con muestreo secuencial por conveniencia, durante
un periodo de 16 meses. El tipo de muestreo fue consecutivo por conveniencia.

Se incluyeron pacientes entre 18 y 69 afios, con reporte de citologia Asc-us (células
escamosas atipicas de significado indeterminado) o LSIL (lesién escamosa intraepitelial
de bajo grado), sin antecedentes de alteracién citoldgica previa a la citologia actual,
que aceptaron participar voluntariamente en el estudio mediante la firma del consen-
timiento informado. Se excluyeron mujeres que habian recibido vacunacién contra el
VPH, quienes presentaban enfermedades inmunosupresivas o neoplasias y antecedentes
de histerectomia o embarazo.

A todas las participantes se les realizé una encuesta para la recoleccién de datos socio-
demogréficos, reproductivos y de comportamiento sexual. Asi mismo, se tuvo en cuenta
el informe histopatolégico.

Este estudio correspondi6 a una investigacién con riesgo minimo, de acuerdo con la
clasificacién establecida por el Ministerio de Salud en la resolucién 8430/93, debido a
que realizaron procedimientos habituales para la obtenciéon de muestras bioldgicas.

Muestras biol6gicas

Se practicé a las pacientes exploracién endocervical para obtener exudado cervical con
citocepillo, posterior inmersion de las muestras endo- y ectocervicales en el medio para
citologfa en fase liquida (CFL) (PreservCyt °); éstas fueron almacenadas a 4 °C.
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Extraccién y evaluacion de la calidad del ApN

La extraccién de ADN de las muestras se realizé por el método de fenol-cloroformo
descrito por Sambrook (6). Se evalué la calidad del ADN de las muestras empleando
como indicador la amplificacién de un fragmento de 110pb del gen B-globina humano,

mediante los iniciadores PCO3 y PCO4 descritos por De Roda Husman (7).

La reaccion de PCR se realizé en el termociclador My Cycler® de BioRad, en un volu-
men final de 25uL conteniendo 1X Buffer (Promega), 3 mM MgCl, (Promega), 0,75
mM dNTPs (Promega), 0,75mM de cada primer (Invitrogen), 1 U Taq Polimerasa
(Promega) y 5 UL de ADN. Cada uno de los 40 ciclos de amplificacién se desarrolld de
la siguiente forma: 94 °C por 1 min; 52 °C por 1 miny 72 °C por 1 min. La primera
denaturacion se realizé a 94 °C por 4 min y la elongacién final por 10 min. Como con-
trol positivo se emple ADN linfocitario y como control negativo agua destilada.

Todos los amplimeros fueron analizados en gel de agarosa al 2% con Bromuro de Etidio
0,5 pg/uUL. El corrido se realizé en el equipo de electroforesis Power PAC® 3000 de
BioRad a 80V durante 1 h. Por tltimo, el producto de amplificacién se detectd en el
digitalizador de geles GelDoc® 1000/2000 de BioRad.

Deteccién genérica de vph

La deteccion genérica de VPH se realizé por PCR GP5+/GP6+ segtin el procedimiento
descrito por De Roda Husman (7), para obtener un fragmento de 142 pb. La reaccion
de PCR se realizé en el termociclador My Cycler® de BioRad, en un volumen final de
SOuL conteniendo las siguientes concentraciones de reactivos Buffer 1X (Promega),
MgCl 3 mM (Promega), INTPs 10 mM (Promega), de cada primer 0,25uM (Invitro-
gen), 0,4 U Taq Polimerasa (Promega) y 5 UL de ADN. Cada uno de los 40 ciclos de
amplificacién se desarrollé de la siguiente forma: 94 °C por 1 min; 40 °C por 2 miny
72 °C por 1,5 min. La primera denaturacion se realizé por 4 min y la elongacion final
por 10 min. Como control positivo se emple6 pBR322 vPH 16y 18 y como control
negativo agua destilada.

Genotipificacion de vPH mediante Reverse Line Blot

El método de tipificacion utilizado estd basado en hibridizacion reversa, utilizando un
sistema miniblotter sobre el producto de PCR, obtenido después de realizar amplifica-
cién con PCR GP5+/BIO-GP6+. Este método de tipificacién es denominado Reverse
Line Blot (RLB), que permite la identificacién de 37 genotipos de VPH. Los tipos virales
que fueron determinados son los siguientes: VPH 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 34, 35, 39,
40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 61, 66, 68, 70, 72, 73, 82, 83, 84,
82,71, 81, CP6108. Las oligosondas utilizadas para este fin fueron las reportadas por

Van den Brule (5) (tabla 1).
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Tabla 1. Secuencias de las oligosondas usadas para la tipificacién por RLB.
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Analisis de datos

Para efectos del analisis estadistico se elabord una base de datos en formato xls. Micro-
soft Excel®, la cual fue debidamente depurada para evitar sesgos de digitacion. El pro-
cesamiento de la informacién se realizé mediante un andlisis descriptivo, univariado,
construyendo tablas y grificas, de las variables cualitativas de las cuales se obtuvo la
distribucién porcentual de frecuencias.

También se analizaron las frecuencias de las variables sociodemograficas, resultados dela
biopsia y presencia de virus en multiple infeccién e infeccidn unica. Las pruebas se eva-
luaron a un nivel de significancia del 5% (p < 0,05). Utilizando el software STATA 10.1

REsuLTADOS

De las 363 muestras colectadas, incluidas inicialmente se excluyeron 61, dado que posi-
blemente por factores asociados a su manejo o procesamiento no fue posible aislar de
ADN de calidad apropiada y en buena cantidad; por ello no amplificaron para el gen
control B- globina y, por tanto, no fueron procesadas mediante el Reverse Line Blot.
Las 302 muestras restantes fueron procesadas por esta técnica para realizar la deteccion
y genotipificacién para VPH. Restringiendo el analisis a las muestras analizadas por RLB,
la edad de estas participantes varié entre los 18 y 69 afos con una media de 31 afios. Su
distribucién se puede observar en la tabla 2. La mayor parte de las mujeres encuestadas
afirmaron ser solteras y el 41% de las participantes tenfan estudios universitarios. S6lo
el 0,3% representado por una de ellas, no habia cursado ningtin tipo de estudio. Los
resultados histopatoldgicos de estas 302 pacientes se observan en la tabla 3.

Tabla 2. Caracteristicas generales de la poblacién.

Proporci6én de mujeres positivas para DNA de VPH
Total N | % Toral % DNA VPH % Alto riesgo % Bajo ri
302 100 o 6 Bajo riesgo
20,1 13,9 6,1
Edad
<24 67 22,1 31 22,1 8,8
25-34 105 34,7 21 16,4 4,6
35-44 60 19,8 13 11,4 1,6
45-54 49 16,2 12 8 4
> 55 21 6,9 19 19 0
Escolaridad
Baja 24 7,9 5 2,5 2,5
Intermedia 147 48,6 42 36,2 5,8
(Continiia)
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Tabla 2. Caracteristicas generales de la poblacion (continuacion).

e Proporcién de mujeres positivas para DNA de VPH
Total N % Total % DNA VPH % Alto riesgo % Bajo riesgo
302 100

20,1 13,9 6,1
Alta 131 43,5 38 30,6 74
Uso anticonceptivos
Barrera 26 8,6 23 19,1 39
Hormonales | 51 16,7 20 20 0
Ninguno 158 52,3 24 20,2 3,8
Tabaquismo
Si 90 29,8 17 13,6 3,4
No 212 70,2 22 18,2 3,8
Estrato socioeconémico
1 13 4,3 31 23,25 7,75
2 59 19,5 13 11,3 1,7
3 148 49 20 16,6 3,4
4 60 19,8 25 18,3 6,7
b) 17 5,6 23 23 0
6 b) 1,6 20 20 0

Tabla 3. Analisis del reporte de biopsias.

Reporte biopsia Frecuencia Po:iptli—\lras Nc\g,z:vas Prevalencia
Normal 148 32 116 21,6%
Bajo grado 105 22 83 21,0%
Alto grado 14 1 13 7,1%
N/A 35 7 28 20,0%
Total 302 62 240 100%

Respecto al método de anticoncepcion utilizado, el 52,3% afirmé no hacer uso de nin-
gtin tipo de anticonceptivo. S6lo el 8,6% hacia uso de un método de barrera. El nimero
de comparieros sexuales vari6 de uno a quince, y el 30,9% correspondié a la respuesta de una
pareja. La mediana se ubic6 en dos companeros sexuales. Al preguntar por el nimero
de parejas sexuales en los tltimos dos anos, mas de la mitad de las participantes contes-
taron tener una sola pareja.
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De las 302 pacientes, incluidas en este estudio 62 (20,5%), tenfan presencia del virus
del papiloma humano (vPH); y de éstas el 69,3% estaban infectadas con virus de alto
riesgo nicamente, el 17,8% estaban infectadas con virus de bajo riesgo tinicamente y
12,9% con tipos virales de alto y bajo riesgo; estas tltimas con infeccién mixta (12,9%)
se agruparon dentro de los tipos de alto riesgo.

Infecciones tnicas (infeccién con un solo tipo viral) se detectaron en 39 mujeres
(12,9% de las 302 mujeres incluidas en el estudio y 62,9% de las mujeres VPH positi-
vas). Entre estas mujeres, los tipos virales mds comunes fueron vrPH 16 (25,5% de las
mujeres con infeccidn tinica), VPH 52 (21%) y vPH 18 (15%). Los tipos mds frecuentes
dentro del grupo de bajo riesgo fueron vrH 40 (5,1%) y vPH 26 (3%). Por otro lado,
las infecciones multiples (infecciones con dos o més tipos virales) se evidenciaron en
23 mujeres (7,6% de las 302 mujeres incluidas en el estudio y 37,1% de las mujeres vPH
positivas) (tabla 4).

Tabla 4. Tipos virales de alto riesgo en multiple infeccién.

Numero de tipos virales Tipos virales de alto riesgo
4 52-56
16-66
59-66
52-59
51-56
66-68
52-59-66
16-35
16-52

NN NN W W W

Discusion

Actualmente, en Colombia no se han evaluado factores que actien como determinan-
tes de la infeccién por VPH en mujeres con diagndstico ASC-US o LSIL en su citologia,
y a nivel mundial existen varios estudios acerca de dicha prevalencia, pero atin no hay
ningin metaanalisis de estos reportes.

Dentro de los puntos débiles en el proceso de experimentacion, se tiene en cuenta
que el medio liquido PreservCyt® presentaba limitacién de conservacién de la mues-
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tra de ocho semanas, lo que pudo interferir con el ensayo realizado por RLB, dado
que aun cuando las muestras fueran positivas para el control de calidad de la prueba
(B-Globina), las sefiales resultaban variantes entre fuertes y débiles; ademds fue necesa-
rio excluir varias muestras [3-Globina negativa, unido al hecho de que el tamano mues-
tral no resultaba tan amplio.

Teniendo en cuenta que 61 muestras no fueron adecuadas, posiblemente por facto-
res inherentes al manejo de éstas, los resultados se muestran como el anélisis de una
serie de casos donde se identificaron subtipos virales especificos. La frecuencia global
de VPH encontrada fue significativamente menor a la reportada en el estudio original,
donde se obtuvieron las muestras cervicales (57,6%) (12). Lo anterior debido posible-
mente, a que las muestras fueron colectadas y a continuacién procesadas con el sistema
Amplicor®, mientras que la técnica Reverse Line Blot se desarrollé en la mayoria de los
casos, en intervalos posteriores. Esto permite concluir que el ADN de algunas muestras
pudo haberse deteriorado parcial o totalmente. En Colombia, un estudio de Soto y
colaboradores encontraron una frecuencia de vrH de 49,2% (13), mayor a la encon-
trada en este estudio. Otro trabajo realizado por Molano y colaboradores en el 2002
(14), encontraron una prevalencia de VPH en mujeres con diagnéstico citolégico nor-
mal de 15%, un poco menor al encontrado en este estudio para pacientes con diagnds-
tico histopatoldgico negativo. Sin embargo, en pacientes con diagndstico citoldgico de
LSIL en este mismo estudio de Molano y colaboradores, hallaron una prevalencia de
vPH de 55,7%, mayor a la encontrada en nuestro estudio para lesiones de bajo grado en
diagndstico histopatoldgico.

Algunas publicaciones sugieren que la prevalencia de la infeccién por vPH disminuye
con laedad (16, 17). Los resultados logrados en esta investigacién se detectaron mayor
prevalencia en mujeres jovenes dentro del grupo de las mujeres menores de 25 anos. En
otra cohorte realizada en Taiwén (18), se observaron dos picos de mayor prevalencia;
uno en mujeres menores de 25 afios y otro en mujeres mayores de 65 afos.

En referencia a la implementacion de la técnica del Reverse Line Blot en nuestro labo-
ratorio, consideramos que logramos cumplir dicho objetivo, con el fin de genotipifi-
car las muestras incluidas en el estudio. Dicha técnica se desarroll6 segtin lo descrito
por Van den Brule en el 2002 (5). En total se identificaron 26 genotipos, el tipo més
frecuente fue VPH 16, tal como se observa en otras investigaciones (19, 20). La iden-
tificacién especifica del genotipo viral presente y causante de la infeccidn cervical, es
ampliamente sugerido por la 1ARC Working Group 2005 (21), para el mancjo de las
pacientes con anormalidad en su citologia; puesto que conocer genotipicamente el
comportamiento de nuestra poblacién, permite el desarrollo de vacunas eficientes para
los programas de prevencion y un manejo oportuno de estas pacientes. Por ejemplo,
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el segundo tipo més prevalente encontrado aqui es el VPH 52, cuando en otros lugares
es el vPH 18 el que ocupa un segundo lugar (1, 8,9, 10), y en otros estudios realiza-
dos para la poblacién Argentina y en Mozambique el segundo y primer tipo viral mas
comun es VPH 35 (22, 23), respectivamente; demostrando asf una evidente variabili-

dad demogrifica y geogréfica.

En referencia a las infecciones simples, Molano y colaboradores en el 2003 (15) encon-
traron un 51% un poco menor a la encontrada en este estudio. Con respecto a las infec-
ciones multiples, Soto y colaboradores encontraron una mayor frecuencia (59,8%), y
Molano y colaboradores en el 2003 (15) hallaron una prevalencia menor (20%) con
respecto a la encontrada en este estudio, pero similar a la prevalencia reportada en el
estudio de Guanacaste (10), donde el 39% de las infecciones involucraban multiples
tipos de VPH cuando se analizaron mujeres con diagnéstico de citologia normal. Esto
evidencia que la presencia de multiples tipos virales en un individuo es comun; aun-
que en otras investigaciones como el estudio ALTS Group (24), el porcentaje (56%) de
multiple infeccidn fue mayor que el de infeccién tnica. La variabilidad de estos porcen-
tajes podria estar determinada por razones metodoldgicas y caracteristicas de la pobla-
ci6n estudiada, llamando la atencién que, por lo general, en las mujeres jévenes es mas
frecuente la multiple infeccién (24, 25), pero los resultados generados en este trabajo
no son concordantes con esa tendencia. En el presente estudio, todas las mujeres con
infeccién multiple (excepto una), tenfan al menos un tipo viral de alto riesgo, siendo
los tipos més frecuentes VPH 16, 52, 56, 66, 59, 31 y 35 como aparece en la tabla 4.
Por tltimo, un estudio reciente (25), concluye que las infecciones con multiples tipos
virales, se pueden asociar con una tasa incrementada de neoplasias intraepiteliales cer-
vicales (NIC) y, asi mismo, con una infeccién mds severa y persistente por VPH.

A todas las participantes se les practicé colposcopia y a quienes presentaron hallaz-
gos atipicos, se les realizé biopsia cervical. La clasificacion del resultado se realizé de
acuerdo con los criterios de la oMs y Bethesda; éstos se agruparon en negativo, bajo
grado, alto grado/carcinoma i situ.

Es importante destacar que en cualquiera de las frecuencias obtenidas en estas catego-
rias, se observé predominio de tipos virales de alto riesgo. Ademads, otro hecho impor-
tante, es que de las biopsias realizadas a las mujeres participantes en el estudio, tenfan
un reporte no involucrado con lesiones precursoras de cancer cervical, pero una preva-
lencia del virus de 21,6%, la més alta encontrada dentro de los cuatro grupos analiza-
dos, incluso que la encontrada para lesiones de bajo grado.

Como conclusién, en el estudio fue necesario excluir un alto porcentaje de muestras,
debido al tiempo transcurrido entre la recoleccién y el procesamiento de la muestra;
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sin embargo, de las 302 muestras analizadas, los tipos virales de alto riesgo estuvieron

presentes y con mayor frecuencia VPH 16, 52, 56, 66, 59, 31y 35, y los de bajo riesgo

estuvieron presentes en el 17,8%.
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