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Resumen

La infeccién de transmision sexual por el Virus del Papiloma Humano (VPH)
es una de las mas comunes en el mundo. Los VPH se clasifican en bajo
riesgo y alto riesgo. Los VPH de bajo riesgo son los causantes de lesiones
benignas como verrugas genitales y condilomas acuminados, mientras que
los VPH de alto riesgo pueden originar la transformacion maligna de las cé-
lulas del epitelio cervical por la accién de las oncoproteinas E6 y E7, lo que
puede dar origen al cancer de cuello uterino. La deteccién de los niveles
de ARN mensajero (ARNm) de E6 y E7 de VPH en las células del epitelio
cervical esta siendo evaluada como un marcador predictivo del cancer de
cuello uterino como alternativa a las técnicas de deteccién del ADN de
VPH. En este articulo se realizd una revisién critica acerca de la relacion
existente entre la deteccidn de la expresién de ARNm de E6 y E7 del virus
del papiloma humano y el cancer de cuello uterino. Ademas, se revisaron
las técnicas aprobadas actualmente por la FDA (Food and Drug Administra-
tion) para la deteccién de ARNm de las oncoproteinas E6 y E7 de VPH y el
estado del arte del VPH en Colombia.

Palabras clave: virus del papiloma humano * oncoproteinas * cancer de
cuello uterino * citologia cervical

Abstract

The sexually transmitted infection by the Human Papillomavirus (HPV)
is one of the most common in the world. Human papillomaviruses are
classified as low risk and high risk. Low-risk HPVs are the cause of benign
lesions such as genital warts and condylomata acuminata, while high-risk
HPV types can cause malignant transformation of cervical epithelial cells
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by the action of oncoproteins E6 and E7, which could result in the development of cervical
cancer. The detection of levels of HPV E6 and E7 mRNA (messenger RNA) in cervical epithelial
cells is being evaluated as a predictive marker of cervical cancer as an alternative to HPV DNA
detection techniques. In this article, a critical review was made about the relationship between the
detection of E6 and E7 mRNA expression of human papillomavirus and cervical cancer. Further-
more, the techniques currently approved by the Food and Drug Administration (FDA) for the detec-
tion of mRNA from the HPV E6 and E7 oncoproteins and the state of the art of HPV in Colombia
were reviewed.

Keys words: Papillomavirus * oncoproteins * cervical cancer * cervical cytology

R esumo

A infeccdo sexualmente transmissivel pelo Virus do Papiloma Humano (HPV) é uma das mais comuns
no mundo. Os HPV séo classificados em tipos de baixo e de alto risco. Os HPV de baixo risco sédo a
causa de lesbes benignas, tais como verrugas genitais e condilomas acuminados, enquanto que os HPV
de alto risco podem causar a transformacao maligna das células do epitélio cervical pela agdo das on-
coproteinas E6 e E7, o que pode dar origem ao cancer de colo de dtero. A deteccado dos niveis de RNA
Mensageiro (RNAm) E6 e E7 de HPV nas células do epitélio cervical esta sendo avaliada como marcador
preditivo do céncer de colo de dtero como alternativa as técnicas de detecgdo de DNA do HPV. Neste
artigo, foi realizada uma reviso critica sobre a relagdo entre a deteccado da expressdo de RNAm E6 e E7
do virus do papiloma humano e o cancer do colo de ttero. Do mesmo modo, foram revisadas as técnicas
aprovadas pela FDA (Food and Drug Administration) para deteccdo de ARNm das oncoproteinas E6 e
E7 de HPV e o estado da arte do HPV na Colémbia.

Palavras-chave: Virus do Papiloma humano * oncoproteinas * cancer de colo de ttero * citologia cervical

Introduccién

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es el causante
de una de las infecciones de transmision sexual mas pre-
valentes alrededor del mundo. Se estima que alrededor
de 600 millones de mujeres y hombres estan infectados
mundialmente con VPH (1). Existen mas de 200 geno-
tipos de papilomavirus humano que estan distantemen-
te relacionados (2) (3). Los seres humanos en su gran
mayoria son colonizados simultineamente por varios
VPH a nivel de piel y mucosas sin presentar sintomato-
logia, por tanto se considera que estos virus son parte
de la microbiota de la piel sana de los humanos (4). La
mayoria de los VPH pertenece a los géneros alfa y beta,
mientras que unos pocos subtipos pertenecen a los gé-
neros gamma, mu y nu (2). Cominmente, los VPH alfa
infectan las mucosas mientras que los VPH beta infec-
tan el epitelio cutaneo externo (2). Los VPH se dividen
en tres grupos principales: cutineo, mucocutaneo y los
asociados con la epidermodisplasia verruciforme (un
raro trastorno autosémico recesivo). Los VPH cutaneos
forman parte del género beta y algunos corresponden a
los géneros gamma, mu y nu, mientras que los VPH de
mucosas y algunos tipos cutaneos pertenecen al género
alfa (2). Otra forma de agrupar los VPH es de acuer-
do a las areas de infeccion afectadas: epitelio cutaneo
externo, region anogenital y region oral. Los VPH de
tipo mucocutaneo se pueden subdividir en los de bajo
riesgo oncogénico (asociados principalmente con ve-
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rrugas benignas) y los VPH de alto riesgo oncogénico
(5). El mecanismo oncogénico por medio del cual el
VPH causa la transformacion de las células es la sintesis
de las oncoproteinas E6 y E7, cuya funcién es inactivar
o propiciar la degradacion de las proteinas supresoras
de tumores como p53 y Retinoblastoma (Rb) (6). Te-
niendo en cuenta la relacion existente entre las protei-
nas E6 y E7 de VPH y su relacién con el cancer de cue-
llo uterino, la deteccion de la sobreexpresion de ARN
mensajero (ARNm) de los oncogenes E6 y E7 de VPH
en células del epitelio cervical podria utilizarse como
un biomarcador para evaluar el riesgo de progresion
de las lesiones de bajo y alto grado a cancer de cuello
uterino (7-9). Actualmente se estan evaluando técnicas
que detectan los transcritos de las oncoproteinas E6/E7
de VPH, las cuales han demostrado una especificidad
mas alta que las técnicas utilizadas para detectar el ADN
de VPH en los casos de Neoplasia Intraepitelial Cervical
(NIC) II'y Il y cancer de cuello uterino (10), aunque es
necesario indicar que faltan mas estudios que evalien la
eficacia de estas nuevas técnicas en términos de estrati-
ficacion del riesgo de cancer (11-14).

En este articulo se hace una revision en el contexto
de la infecciéon con VPH vy el riesgo de desarrollo de
cancer de cuello uterino. Para realizar esta revision el
articulo se centrara en cinco temas: las generalidades
del virus del papiloma humano, la funcién de las onco-
proteinas VPH (E6 y E7) en el desarrollo del cancer, la
epidemiologia a nivel mundial y de Colombia del can-
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cer de cuello uterino, y finalmente, las técnicas moder-
nas de deteccion de los niveles de ARNm de los VPH de
alto riesgo.

Generalidades del virus del papiloma humano

El virus del papiloma humano pertenece a la familia
Papoviridae. Las particulas virales de VPH presentan una
capside icosaédrica sin envoltura (50-60 nm de diame-
tro) conformada por 72 capsémeros. El genoma de los
VPH es del tipo de ADN circular bicatenario (aproxi-
madamente 8 kb) que contienen ocho o nueve marcos
abiertos de lectura (ORF) con un genoma organizado
en tres regiones basicas: una region reguladora (LCR
—con sitios de unién de factores de transcripcion y con-
trol de la expresion génica), una region temprana (E—
codifica seis genes, E1, E2, E4, E5, E6 y E7, implicados
en funciones como la replicacion viral y la transforma-
cion celular) y una region tardia (L - codifica las protei-
nas de la capside L1 y L2) (4) (15) (16) (Figura 1). E1
codifica una ADN helicasa necesaria para la replicacion
y amplificaciéon del genoma virico. E2 tiene funciones
en la transcripcion viral, replicacion y particion del ge-
noma (puede unirse a sitios en el genoma virico y celu-
lar). Las funciones de E2 dependen de su interacciéon
con los productos génicos celulares y de las condiciones
que sean necesarias para beneficiar el virus. E2 puede
regular transcripcionalmente E6 y E7 jugando un papel
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Figura 1. Estructura del genoma del Virus del Papiloma Humano
alfa. Region E temprana que contiene los genes E1, E2, E4, Eb y
los oncogenes E6 y E7 causantes de la transformacién maligna de la
célula infectada. E1 y E2 mantienen bajos los niveles de expresion
de E6 y E7. La integracion al genoma de la célula infectada ocurre
en las regiones E1 y E2, produciéndose sobre expresion de los
oncogenes virales.
(Modificada de Doorbar J et al. 2015) (15).
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critico en la conduccion de la entrada al ciclo celular
permitiendo la amplificacion del genoma viral en las
capas medias del epitelio e inhibiendo algunos aspec-
tos de la inmunidad innata (15). Las infecciones por
el virus de papiloma humano en la mucosa del cuello
uterino se han estudiado ampliamente, detectando-
se una infeccién asintomdtica en 11-12% de todas las
mujeres. La incidencia de VPH asintomatico es mayor
en mujeres y hombres jévenes (50-80%) disminuyendo
en grupos de mayor edad. Las infecciones inaparentes
y enfermedades de bajo grado presentan tipicamente
multiples tipos de VPH, entre los que se incluyen VPH
16 (3,2%), 18 (1,4%), 31 (0,8%) y 58 (0,7%). La de-
tecciéon del VPH aumenta con la gravedad de la enfer-
medad presentando un porcentaje de positividad del
50-70% en NIC 1, del 85% en NIC II y del 90-100% en
NIC III(17) (18).

Los VPH estan clasificados de acuerdo a su potencial
para inducir el proceso de carcinogénesis, en VPH de
bajo riesgo y VPH de alto riesgo. Los VPH de bajo riesgo
se encuentran causando lesiones verrugosas benignas,
predominantemente condilomas acuminados y papi-
lomatosis laringea (6, 11, 26, 34, 40, 42, 43,44, 53, 54,
55,57, 61, 62, 64, 67, 69, 70, 71, 72, 73, 81, 83, 84, 89).
Los mas prevalentes de este grupo son los genotipos 6
y 11. Los VPH de alto riesgo son oncogénicos y son los
responsables del 70% de todos los casos de cancer de
cuello uterino. A este grupo pertenecen los genotipos
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68 sien-
do VPH 16 y VPH 18 los mas prevalentes causando can-
cer de cuello uterino (19). Las proteinas E6 y E7 son
consideradas las principales conductoras oncogénicas
codificadas por VPH (20) (21). A continuacion, se pre-
senta una revisiéon de cémo las oncoproteinas E6 y E7
inducen a la inestabilidad genética en las células infec-
tadas y su subsecuente transformaciéon maligna.

Funcion de las oncoproteinas E6 y E7
en el desarrollo de lesiones premalignas y

malignas del cancer de cuello uterino

El ciclo de VPH estd ligado a la diferenciacion de los
queratinocitos en piel y mucosas. Una vez que el virus lo-
gra penetrar a la célula hospedera inicia la expresion de
sus genes en las capas superficiales del estrato espinoso
y epitelio granuloso donde expresan grandes cantidades
de proteinas virales y ocurre el ensamblaje viral (22). El
VPH puede encontrarse en el tejido cervical en forma de
episomas o integrado a la célula hospedera. Las células
con el virus integrado adquieren ventajas de crecimien-
to, lo que les permite una expansion clonal con una con-
secuente inestabilidad genética que puede conducir a un
proceso de malignizaciéon. Los VPH de alto riesgo como
16 y 18 tienen la capacidad de integrar su genoma al de
la célula hospedera y por esta razén son considerados
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altamente oncogénicos (19). Idealmente, las proteinas
E1ly E2 son las encargadas de mantener bajos los niveles
de expresion de los genes E6 y E7 pero la sintesis de las
proteinas E1 y E2 se ve frecuentemente afectada debido
a que la integracion del genoma viral en la célula hos-
pedera en la region de los genes E1 y E2 interfiere con
su funcién (23) (24). La pérdida de la expresion de la
proteina E2 permite la sobreexpresion de los genes E6 'y
E7 y una sintesis constante de estas dos importantes on-
coproteinas virales de VPH (22) (25) (26).

Las oncoproteinas E6 y E7 se expresan conjuntamen-
te en el curso de la infeccion por VPH y en el subsecuen-
te desarrollo de cancery por tanto es importante diferen-
ciar su contribucion individual. E7 suprime la ruta del
Rb para promover la transformacion celular. En adicion,
las oncoproteinas E6 en VPH tienen otras multiples fun-
ciones importantes para la transformacién celular tales
como la degradacioén de p53 (Figura 2), la disminucion
de la expresion de p21 y un aumento de la Telomerasa
Transcriptasa Inversa (TERT). Los virus VPH de bajo o
alto riesgo favorecen su propagacioén propiciando la de-
gradacion de pb3 a través de una ubiquitinacion asocia-
da a la ubiquitina ligasa proteina asociada a E6 (E6-AP),
lo que conlleva a una atenuacion de la respuesta al dano
del ADN vy la apoptosis. Igualmente, la disminucién de
la expresion de p21 (un inhibidor de los complejos cicli-
na/quinasa dependiente de ciclina en G1, Gap 1) obser-
vada en los VPH E6 propicia el paso a la fase celular de

sintesis (S) en células con dano del ADN favoreciendo la
inestabilidad genética. Un incremento de la expresion
de TERT en los VPH E6 de alto riesgo conduce a la acti-
vacion de la telomerasa y la elongacion de los telomeros
permitiendo la inmortalizacion de las células infectadas
(27). La oncoproteina E7 interfiere con la senalizacién
de Rb para permitir el transito de las células de G1 a S.
La unién de la regién C-terminal de E7 a la proteina Rb
provoca la liberacion del factor de transcripcion E2F
involucrado en la expresion de genes requeridos para
entrar en fase de sintesis. Una mayor afinidad a Rb se ob-
serva en los VPH de alto riesgo, ya que sus oncoproteinas
E7 tienen la capacidad de unirse a los tres miembros de
la familia Rb (pRb, p107y p130) para su degradacién. El
resultado de la disrupcién de los diferentes complejos de
la familia Rb-E2F elimina la represion de genes que res-
ponden a E2F (tales como ciclina Ay E, ADN polimerasa
oy PCNA [Proliferating Cell Nuclear Antigen]) conducien-
do las células a la sintesis de ADN. Las oncoproteinas E7
en conjunto con las oncoproteinas E6 también afectan
la funcion de la proteina supresora de tumores p53, al
inhibir su acetilaciéon (interrumpiendo su capacidad de
activacion transcripcional) (27).

Las multiples acciones epigenéticas que generan las
oncoproteinas E6 y E7 permiten una infeccién persistente
que produce una inestabilidad genética con una conse-
cuente transformacion celular que finalmente puede ter-
minar en el desarrollo de cancer (25) (28-30).
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Figura 2. La infeccion por Virus del Papiloma Humano (VPH) de alto riesgo altera las vias moleculares que regulan la proliferacion celular y
la diferenciacion epitelial. El desarrollo del ciclo celular esta regulado en las capas epiteliales por los miembros de la familia de proteinas
pRb (retinoblastoma). Las oncoproteinas E7 de los VPH de alto riesgo son dirigidas a estas proteinas para generar su degradacidn (como se
muestra en B). La incapacidad de los VPH de bajo riesgo para impulsar una proliferacion de células basales es debida a que estos solo pue-
den atacar de manera eficiente a la familia del retinoblastoma p130. Las oncoproteinas E7 se dirigen a todos los miembros de pRb. Ademas
de esto los VPH de alto riesgo codifican una segunda proteina llamada E6 que actua suprimiendo el aumento de p53. Las oncoproteinas
E6 de alto riesgo regulan los niveles de p53 en la célula por medio de su ubiquitinacion y degradacion a través de la ruta del proteosoma.
En células no infectadas (mostradas en A), los niveles de p53 se mantienen en un nivel bajo (Modificada de Doorbar J et al, 2015) (15).
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Epidemiologia mundial y nacional del cancer
de cuello uterino

El cancer cervical es el cuarto cancer mas comun en
mujeres y se estima que en 2012 hubo 528.000 nuevos ca-
sos y 266.000 muertes por este tipo de cancer, represen-
tando el 7,5% de todas las muertes en el sexo femenino.
Segun datos de la IARC (International Agency for Research
on Cancer), el 85% de la carga mundial de esta enfer-
medad ocurre en regiones menos desarrolladas como
Africa Oriental y Central donde sigue siendo el cancer
mas comun en mujeres con una tasa de mortalidad de
22,2y 27,6 por cada 100.000 mujeres, respectivamente
(31) (32) (Figura 3) (Figura 4). En Colombia el cancer
de cuello uterino es la segunda causa de mortalidad por
cancer entre la poblacion femenina después del cancer
de mama. Segun datos del Instituto Nacional de Cance-
rologia (INC), en 2011 se presentaron 1.744 muertes,
siendo Bogotd y los departamentos de Antioquia y Valle
del Cauca las areas que reportaron el mayor namero de
muertes. En Boyacd, durante el periodo de 2006 a 2011
se presentaron 131 casos anuales de cancer de cuello
uterino y se reportaron 244 muertes por esta causa du-
rante el periodo de 2007 a 2011 (33). A nivel nacional
el cancer de cuello uterino es de gran importancia al
afectar a un gran nimero de mujeres. El cancer de cue-
llo uterino puede detectarse tempranamente a través de
programas de tamizaje y esto, combinado con un acceso
al tratamiento oportuno podria disminuir la incidencia
y la mortalidad de este tipo de cancer al menos a los
niveles observados en paises mas desarrollados. En Bu-
caramanga, Manizales y Cali se han reportado tasas de
incidencia aproximadamente de 20 por 100.000 y Pasto,
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27 por 100.000. El Registro poblacional de cancer de
Cali ha reportado un descenso progresivo en las tasas de
incidencia y mortalidad por cancer de cérvix durante los
altimos 40 anos. Las razones por las que se ha generado
un descenso de las tasas de incidencia y mortalidad por
cancer de cérvix son multiples, entre las cuales se consi-
dera una mejoria en las condiciones socio-econémicas,
un descenso en las tasas de fecundidad y algun efecto de
los programas de tamizaje (34).

La citologia es la prueba de cribado de eleccion para
la deteccion presuntiva de lesiones precancerosas de
cancer de cérvix. La sensibilidad de esta prueba pue-
de variar entre 50% y 98% dependiendo de la toma de
una muestra representativa. Una muestra satisfactoria
debe incluir las zonas exo y endo-cervical (zonas esca-
mocolumnar y de transformacién), y de acuerdo con el
sistema Bethesda, en dicho extendido se deben poder
observar células metaplasicas y/o endocervicales (35).
Las técnicas moleculares de deteccién de tipos virales
de VPH de alto riesgo tienen un bajo valor predictivo
positivo al no poder mostrar la progresion de la enfer-
medad. Por tanto, la utilidad de estos métodos molecu-
lares en el cribado de las pacientes permite establecer
el grupo de riesgo (al ser portadoras o no de VPH de
alto riesgo). Una vez detectada la presencia de VPH de
alto riesgo, el control posterior requiere de la colposco-
piay de la citologia. El método predictivo para detectar
cambios precoces en la transformacion celular sigue
siendo la citologia, debido a que se puede observar la
presencia de los koilocitos en los estados tempranos de
la infeccion viral (36). A continuacion, se discuten dife-
rentes técnicas que miden los niveles de expresion de
las oncoproteinas E6 y E7 de VPH.

® o0
o

E< 79

Incidencia estimada de cancer de cuello uterino en todo el mundo en 2012

Tasas estandarizadas por edad estimadas (Mundo) por 100,000

Data source: GLOBOCAN 2012 World Health
o dontcation Organization

© WHO 2015. All rights reserved

Figura 3. Tasas estimadas por edad a nivel mundial de casos incidentes, cancer de cuello uterino, en todo el mundo en 2012.

En Colombia se presenté una incidencia de 18.7 casos en el afio de 2012 por cancer de cuello uterino. En América latina, los

paises que mas incidencia presentan de cancer de cuello uterino son México, Nicaragua, Venezuela, Perd, Bolivia y Paraguay,
asi mismo los paises del continente africano (Modificada de Cancer IARC. GLOBOCAN. 2012) (32).
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Figura 4. Tasas de incidencia y mortalidad estandarizadas por edad estimadas en el mundo por 100.000 habitantes. Casi 9
de cada 10 muertes por cancer de cuello uterino (87%) ocurren en las regiones menos desarrolladas. Las regiones de alto
riesgo, con tasas de incidencia estimadas por edad de 2012 de més de 30 casos por 100.000 mujeres, incluyen Africa
Oriental (42,7 casos), Melanesia (33,3 casos), Africa Meridional (31,5 casos) y Africa Central (30,6 casos). Las tasas de
incidencia son mas bajas en Australia/Nueva Zelanda (5,5 casos) y Asia occidental (4,4 casos) (Modificada de Cancer IARC.

GLOBOCAN. 2012) (32).

Tabla 1. Técnicas que detectan ARNm de E6/E7 de VPH

Técnicas que detectan ARNm de oncoproteinas
E6/E7 de VPH y su importancia en la
deteccién temprana de lesiones de bajo grado
y alto grado de cancer de cuello uterino

Se ha establecido que la sobreexpresion de los ge-
nes E6 y E7 es importante en los procesos de transfor-
maciéon maligna de células infectadas y el subsecuente
desarrollo de cancer (37). Al ser los niveles del ARN
mensajero de los genes E6 y E7 de VPH un indicador
del nivel de sintesis de las oncoproteinas E6 y E7 se han
desarrollado técnicas que detectan dichos niveles, lo
que permite predecir el riesgo de las pacientes de pade-
cer cancer de cuello uterino. En la actualidad se cono-
cen tres (3) pruebas diagnésticas aprobadas por la FDA
en la deteccion de ARNm de las oncoproteinas E6 y E7:
PreTect HPV-Proofer, NucliSENS Easy Q HPV y APTI-
MA HPV (38) (Tabla 1). A continuacion, se presenta
una breve descripcion de las tres pruebas mencionadas
anteriormente.

Pretect HPV-Proofer (Norchip AS, Klokkarstua, Norway)

Esta prueba diagnoéstica consiste en un proceso de
amplificaciéon enzimatica en tiempo real que puede am-
plificar y detectar ARN (NASBA [ Nucleic Acid Sequence
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(43) (45) (46).

Técnica

Fundamento

PreTect HPV-Proofer,
NucliSENS Easy Q HPV

Son dos variantes comerciales del
mismo ensayo basado en la tecnologia
NASBA, que involucra una reaccién
de PCR en tiempo real isotérmica. La
prueba permite la deteccién de los
transcriptos ARNm correspondientes a
las oncoproteinas virales E6 y E7 de
los 5 tipos de VPH-AR mas frecuen-
tes en cancer cervical a nivel mundial:
VPH 16, 18, 31, 33y 45.

APTIMA HPV

Permite la deteccién de ARNm de
los 12 tipos de VPH-AR segln IARC-
2009, mas VPH 66 y 68, pero no dis-
crimina entre los 14 tipos. La técnica
involucra tres pasos principales que
tienen lugar en un Unico tubo: captura
de las secuencias blanco, amplifica-
cion génica mediada por trascripcion
(TMA) y la deteccion de los productos
amplificados a través de un proceso de
hibridacién y quimioluminiscencia en
tiempo real.
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Based Amplification]) incluso en presencia de ADN. Es
un método de amplificacion isotérmico de ARN en
donde se realiza la deteccion de ARNm de oncopro-
teinas E6 y E7 de 5 tipos de VPH de alto riesgo que
son considerados carcinogénicos (16, 18, 31, 33 y 45).
El método denominado NASBA consiste en la exten-
sion de un cebador y transcripcién mediante la par-
ticipacion de tres enzimas: Ribonucleasa (RNAsa) H,
transcriptasa inversa y ARN polimerasa. La reaccion al
ser isotérmica (41 °C) no necesita termociclador. Esta
prueba es utilizada para detectar la expresion de las
oncoproteinas E6 y E7 en células infectadas con los
cinco tipos de VPH de alto riesgo que estan asociados
con carcinomas de células escamosas cervicales y ade-
nocarcinomas (39-42).

Nuclisens Easy Q HPV (bioMérieux)

Esta prueba se basa en los mismos principios de la
anterior, pero se diferencia en que utilizan diferentes
protocolos de extraccion de ARNm y métodos de ana-
lisis de datos. Esta técnica detecta la expresion de los
factores oncolégicos E6 y E7 VPH de los cinco genoti-
pos de alto riesgo (16, 18, 31, 33 y 45). Esta técnica es
utilizada en la deteccién de ARNm de E6 y E7 en mues-
tras cervicales de Células Escamosas Atipicas de Signifi-
cado No Determinado (ASC-US [Atypical Squamus Cells
of Undetermined Significance]), Lesiones Intraepiteliales
Escamosas de Bajo Grado (LIEBG) y Lesiones Intraepi-
teliales Escamosas de Alto Grado (LIEAG). Ha demos-
trado una técnica de gran sensibilidad y especificidad
en la deteccion de los tipos de VPH de alto grado mas
oncogénicos en pacientes con NIC2+ al ser comparada
con la técnica de Captura Hibrida 2 (CH2) que detecta
ADN del virus. Estudios comparativos de las dos técni-
cas mostraron que la técnica de deteccion de ARNm es
mas especifica que la de ADN, debido a que CH2 solo
muestra el genotipo VPH oncogénico y no la presencia
de los transcritos de E6y E7, que son los que realmente
indican el riesgo de progresion a cancer en los pacien-
tes (43-45).

APTIMA HPV

El ensayo de Aptima HPV es una técnica de captura
de hibridos (CH2). Es el método utilizado con mayor
frecuencia en la deteccion de ADN-VPH, con posterior
amplificacion mediada por transcripcién y proteccion
de hibridacion de sonda para la deteccion de expresion
de ARNm de E6 y E7. Esta prueba diagnéstica tiene la
ventaja que detecta cualitativamente ARNm de las on-
coproteinas E6 y E7 de 14 tipos de VPH de alto riesgo
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, b8, 59, 66, 68). La
prueba se realiza en tres etapas bdsicas en un solo tubo:
captura de la diana, amplificacion de la diana por trans-
cripcion y deteccion de la amplificacion de productos.
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La amplificacion de diana por transcripcion implica
dos enzimas, transcriptasa inversa y ARN polimerasa. La
transcriptasa inversa genera una copia de ADN Com-
plementario (ADNc) de la secuencia de ARNm diana
que contiene una secuencia promotora de ARN poli-
merasa, donde la ARN polimerasa produce multiples
copias de ARN de amplicones comparado con el ADN
de muestra. Para la deteccion rapida de los amplicones
se usa un ensayo de protecciéon de hibridacion, donde
sondas de acido nucleico de cadena sencilla (comple-
mentarios a los amplicones diana) poseen marcadores
quimioluminiscentes que pueden diferenciar entre son-
das hibridas y no hibridas (se inactiva el marcador). La
luz emitida por los hibridos de ARN/ADN marcados se
mide con senales de fotones en un luminémetro y se in-
forman como unidades de luz relativa (38) (46) (47).

Pruebas realizadas con el kit de Aptima han demostra-
do que puede utilizarse para muestreo cervical y vaginal
en la deteccion de VPH de alto riesgo (48) (49). La téc-
nica Aptima para la deteccion de VPH de alto riesgo es
una prueba diagnéstica complementaria del Papanico-
lau que es aprobada por la FDA para su uso en mujeres
mayores de 21 anos con muestras del Papanicolau que
reportan células escamosas atipicas con significado in-
determinado. La prueba Aptima cumple los criterios de
equivalencia clinica basados en la exactitud transversal
relativa de pruebas de ADN de VPH. El ensayo de Aptima
VPH, en un escenario transversal, es clinicamente com-
parable a GP5 + / GP6 + PCR (Polymerase Chain Reaction)
y cumple con los criterios transversales de sensibilidad
clinicay especificidad para NIC2 + (50) (51).

Estado del arte de VPH en Colombia

El virus del papiloma humano es una de las causas
mas frecuentes del cancer de cuello uterino en Colom-
bia y aunque es un factor etiopatologico necesario no
es suficiente para el desarrollo de la carcinogénesis cer-
vical. La prevalencia de esta infeccion viral es homogé-
nea a nivel mundial, aunque se observa una prevalencia
tipo-especifica segin la region geografica. En Colom-
bia se han descrito algunos problemas para la imple-
mentacion del tamizaje en la deteccion de VPH tales
como la asociacién de la infeccién por VPH con una
enfermedad venérea, la ausencia de un adecuado re-
gistro de diagnoéstico definitivo en lesiones preneoplasi-
cas, la falta de lectura adecuada de las citologias y Ia no
estandarizacion de la técnica de colposcopia. También
se presentan problemas de entrenamiento a los profe-
sionales de la salud que frecuentemente sobreestiman
la sensibilidad de las pruebas citologias. Ademas de lo
expresado anteriormente, los problemas institucionales
no permiten un acceso facil a la poblacion femenina en
general a las citologias, colposcopias y biopsias de estas
lesiones preneoplasicas (52).
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ESTUDIOS DE ANALISIS MOLECULAR DEL VIRUS
DE PAPILOMA HUMANO REALIZADOS EN COLOMBIA

En Bogota (Colombia) se realiz6 un estudio en
2003 donde se analizaron 230 muestras de cepillados
cervicales en mujeres entre 18 y 36 anos con citolo-
gia normal mediante PCR GP5+/GP6+, utilizando la
técnica SSCP y secuenciacion directa para realizar la
tipificacion de VPH (48) (53) (54). Se encontr6 una
prevalencia de la infeccién por VPH de 18,2%, detec-
tandose 15 tipos de VPH. Dentro de los VPH detec-
tados cuatro tipos no se pudieron tipificar por mé-
todos convencionales de hibridacion. Los cinco tipos
mas prevalentes detectados fueron el VPH16, VPH31,
candidato VPH90, VPH59 y VPH18.

La secuenciacion directa de ADN permiti6 identifi-
car tipos de VPH que no habian podido ser tipificados
con otros métodos. El proceso de carcinogénesis cervi-
cal presenta multiples componentes, entre los que se
cuentan los genéticos, los epigenéticos y los medio am-
bientales. Se han realizado multiples estudios encami-
nados a establecer marcadores moleculares como muta-
ciones en oncogenes, oncoproteinas y genes supresores
de tumores que estén asociados con la progresion de la
infeccion o la enfermedad. Los genes candidatos mas
estudiados en cdncer cervical en distintas poblaciones
han sido H-RAS, K-RAS, EGFR. Segtun un estudio de tipo
descriptivo realizado en Bogota (Colombia) en el ano
2009 se obtuvieron muestras por cepillado cervical y
sangre periférica al momento de la colposcopia a mu-
jeres con un diagnostico citologico de lesion intraepite-
lial de alto grado. Se detect6 el VPH genérico mediante
PCR con los iniciadores GP5+/GP6+, y especifico para
VPH 16y 18 en la region E6/E7. Para detectar las muta-
ciones en el codon 12 de H-RAS, codones 12y 13 de K-
RASYy el exon 21 de EGFR se realizé una secuenciacion
directa de los productos de PCR de estos fragmentos gé-
nicos. Todos los ADNs obtenidos evidenciaron una bue-
na calidad, medida con la amplificacion mediante PCR
del gen fB-globina, ademads, se observo que el proceso
de restauracion mejora la calidad del ADN del plasma,
aumentando la sensibilidad de la amplificacion de este
gen. En este estudio se obtuvo una buena correlaciéon
entre las muestras de plasma sanguineo y los cepillados
cervicales tanto para los hallazgos de VPH como para
las mutaciones que se evaluaron. Ademads, no se encon-
traron mutaciones en EGFR en el exon 21, en el codon
12y 13 en K-RASy en el codén 12 en H-RAS. Por esta
razon, el andlisis de mutaciones y de la presencia de
marcadores tumorales en plasma puede ser relevante
cuando no se dispone de otras muestras como el cepi-
llado cervical (50) (55) (56). En un estudio prospectivo
de casos y controles en el departamento del Cauca (Co-
lombia) realizado durante enero de 2002 y diciembre
de 2003 en 98 mujeres, fue determinado el ADN de
VPH por medio de la reacciéon en cadena de la polime-
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rasa, donde se logré analizar y observar los factores de
riesgo asociados a una neoplasia cervical. El ADN geno-
mico fue extraido de células cervicales exfoliadas utili-
zando la técnica por Chelex (SIGMA, No. C7901). Para
la deteccion de VPH se utilizé una técnica previamente
estandarizada y utilizada por el grupo de investigacion.
La amplificacién de bandas a 670 o 420 pb indicé la
presencia de VPH de bajo o alto riesgo, respectivamen-
te. Todas las reacciones incluyeron controles internos
de amplificacién utilizando cebadores especificos para
B-globina. En este estudio se obtuvo que el 91% de las
pacientes evaluadas fueron positivas para el VPH y que
la multiparidad y la exposicion a carcin6genos como
monoxido de carbono, 6xidos de sulfuro y nitrégeno,
mezclas de hidrocarburos aromaticos policiclicos pre-
sentes en el humo de lena son importantes co-factores
de riesgo para la neoplasia cervical, particularmente en
las mujeres infectadas con VPH. Estas particulas han
sido clasificadas por la JARC como posibles carcinoge-
nos a humanos. La asociacion de VPH y el riesgo de le-
siones intraepiteliales escamosas de alto grado (NIC II,
NIC Il y carcinoma én situ) evidenciados en el presente
estudio y los factores de riego asociados, brindan infor-
macion valiosa a las instituciones de salud publica para
desarrollar mejores programas de promocién y preven-
ciéon de neoplasia cervical en la region y el pais (54)
(65). En un estudio realizado en Armenia (Colombia)
en 2007 en muestras de mujeres con sospecha de pa-
tologia cervical, se tipificaron los tipos de VPH 16y 18
por medio de PCR identificando el ADN de cada uno
de estos tipos de VPH con cebadores especificos para
las regiones E6 y E7 y se evalué la actividad telomerasa
utilizando el método “TRAP” (Telomere Repeat Amplifica-
tion Protocol) con un equipo comercial (Eliza Telomerase
Detection Kit ARC Quimicos). El estudio mostro la presen-
cia de VPH 16 en 23,5% y VPH 18 en 29% de las muje-
res estudiadas. La relacion entre la presencia de VPH
16 o 18 con la actividad de la enzima telomerasa en
las muestras de endocérvix mostré que el virus de alto
riesgo se relaciona con mayor actividad de esta enzima.
La tipificaciéon de VPH de alto riesgo es un importante
coadyuvante en la toma de conducta clinica en muje-
res con citologia anormal, principalmente en casos de
atipias de significado indeterminado. La actividad de la
telomerasa surge como una prueba de utilidad en la de-
teccion de la infeccion por VPH, pero debe ser validada
con nuevos estudios (57). La prueba o test de deteccion
de ADN de VPH tiene una alta exactitud. Esto se de-
mostr6 en un estudio de cohorte transversal en Bogota
(Colombia) realizado a mujeres con diagnostico citolo-
gico de ASC-US entre octubre de 2006 y enero de 2008,
donde se obtuvo una sensibilidad del 88% y una espe-
cificidad de 44% al usar la prueba ADN-VPH para de-
tectar lesiones de alto grado (NIC 2+) en mujeres con
reportes de citologia ASC-US y LSIL. En dicho estudio
se evidenci6é que 21 de los 24 casos de HSIL presenta-
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ban VPH de alto riesgo (58-61). En esa misma ciudad
en 2009 se realiz6 una investigaciéon de corte transversal
en cepillados cervicales de mujeres con diversos tipos
de lesiones cervicales utilizando como técnica de apo-
yo la prueba Luminex MAP (una técnica automatizada
altamente sensible y reproducible). En este estudio se
encontré que las infecciones por los tipos VPH 16 y
18 eran mas frecuentes en todos los tipos de patologia
del cérvix. También se determiné que las infecciones
mixtas predominaron con un 78% de los casos con
patologia negativa, 85% NIC I, 81% NIC II, 78% NIC
Iy 71% cancer cervical (62) (63). En una revisiéon
realizada en 2008 se logré determinar la transmision,
prevalencia e incidencia de VPH. Entre los factores
determinantes para adquirir la infeccion por VPH, se
encontré el uso de anticonceptivos orales, la paridad y
la infeccién previa por otros agentes transmisibles por
via sexual. En contraste, entre los factores que ofrecen
una proteccion parcial contra la adquisicion de VPH
se encontré la circuncisién y el uso de preservativo. La
identificaciéon de VPH de alto riesgo como causa nece-
saria para el desarrollo de cancer cervical ha propiciado
el desarrollo de vacunas para prevenir la infecciéon por
los VPH 16, 18, 6y 11, los dos primeros responsables del
70% de cancer cervical y los Gltimos causantes de verru-
gas genitales. Teniendo en cuenta todo lo anterior, es
necesario la introduccion en el mercado de modernas
pruebas primarias de tamizacion que permita identifi-
car los tipos de VPH de alto riesgo para incrementar
la eficiencia en la deteccién de cancer uterino tem-
prano, mejorando los programas de deteccién y mas
importante permitir un tratamiento temprano a las
pacientes con lesiones precancerosas de cuello uteri-
no. Una situacion que es especialmente preocupante
en la mayoria de los paises en vias de desarrollo donde
se diagnostican 85% de los canceres cervicales que ocu-
rren en el mundo (64).

Conclusiones

Las técnicas de deteccion de ADN implementadas en
programas de cribado de cancer de cuello uterino per-
miten identificar genotipicamente el virus de papiloma
humano causante de las lesiones anormales detectadas
en la citologia cervical. Sin embargo, estas técnicas no
permiten conocer el riesgo real de las pacientes de pro-
gresar a cancer de cuello uterino infectados con los di-
ferentes tipos de VPH de alto riesgo ademas de someter
las pacientes a procedimientos innecesarios que gene-
ran estrésy altos costos. Las técnicas de deteccion de los
niveles de ARNm de los oncogenes E6 y E7 prometen
ser de gran utilidad para ser introducidas en los progra-
mas de prevencion del cancer de cuello uterino para
identificar las mujeres con riesgo de desarrollar dicha
patologia. La limitacién de las técnicas de deteccion de
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ARNm de E6 y E7 radica en que no refleja el proceso
de traduccion de las oncoproteinas, sino que demues-
tra solamente que existe transcripcion. Aunque en un
proceso subsiguiente, se puede detectar directamente
la presencia de las oncoproteinas E6 y E7 con técnicas
de inmunohistoquimica.

Aunque en Colombia se han realizado algunos es-
tudios que demuestran la prevalencia de los genotipos
de VPH esto no es suficiente. Es necesario realizar mas
estudios poblacionales con técnicas modernas de de-
teccion de ADN de VPH y de niveles de ARNm de los
oncogenes E6 y E7 de los tipos VPH de alto riesgo con
el fin de determinar la prevalencia de estos virus onco-
génicos. Igualmente, se requiere la implementacion de
estas modernas técnicas de deteccion de la infeccion de
VPH de alto riesgo en la practica profesional diaria para
mejorar las posibilidades de una deteccion temprana
de las patologias desarrolladas por el virus.
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