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Resumen

Objetivo. Determinar la frecuencia y distribucion del virus
del papiloma humano en los diferentes estadios que
conforman la historia natural del cancer cérvico uterino, y
optimizar la deteccion mediante el uso de diferentes
oligonucleétidos universales. Material y métodos. Se trata
de un estudio transversal, descriptivo, en el que las muestras
fueron colectadas durante enero a diciembre de 1999. El
procesamiento de las muestras y el anlisis de los datos se
realizaron en el Instituto Nacional de Cancerologia en la
Ciudad de México. Se hizo andlisis comparativo con t de
Student para valores continuos y con ji cuadrada para
proporciones, y analisis de concordancia entre biopsia y
exudado cervical con la prueba estadistica de Kappa. Para la
deteccion del virus se utiliz6 la técnica de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) con oligonucle6tidos universales los
cuales reconocen diferentes regiones del gen L1 (MY09/11;
GP5/6; L1C1/2), y oligonuclettidos especificos para el VPH
16 y el VPH 18, asi como secuenciacion directa de los
productos de la PCR. Resultados. Se analizaron 154 muestras:
65 (42.2%) citologias normales, 45 (29.2%) lesiones de alto y
bajo grado, y 44 (28.6%) de cancer invasor. El VPH fue
detectado en 95.5% de los casos de cancer invasor,en 91.6%
de lesiones de alto grado, en 66.7% de lesiones de bajo grado
y en 23.1% de citologias normales, por la PCR con al menos
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Abstract

Objective.To determine the prevalence of human papillo-
mavirus (HPV) infection at different stages of the natural
history of cervical cancer. Also, to optimize its detection by
means of different sets of general primers. Material and
Methods.A descriptive, cross-sectional study was conduct-
ed between January and December 1999. Samples were
processed and analyzed at the Instituto Nacional de Can-
cerologia (National Cancerology Institute) in Mexico City.
A comparative analysis was performed using Student’s t for
continuous values and the chi-squared test for proportions.
A contingency analysis was made between biopsy and cer-
vical exudates with the Kappa statistic. HPV detection was
done by PCR with general primers which recognize differ-
ent regions of the L1 gene (MY09/11; GP5/6; L1C1/2) and
with HPV16- and HPV18- specific primers, as well as direct
sequencing of PCR products. Results. In total, 154 samples
were analyzed: 65 (42.2%) of them showed normal cytolo-
ay; 45 (29.2%) high and low grade lesions; and 44 (28.6%)
invasive cervical cancer. HPV was detected in 95.5% of inva-
sive cervical cancers, in 91.6% of high grade lesions, in 66.7%
of low grade lesions, and in 23.1% of normal smears, by
PCR with at least one set of oligonucleotide primers. HPV
detection was more efficient in biopsy specimens than in
cervical scrapes.The total percentage of HPV detection us-
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uno de los juegos de oligonucleotidos utilizados. La detec-
cion fue mas eficiente en las muestras obtenidas por biopsia
que en los exudados cervicovaginales. El porcentaje total de
deteccion del VPH con un juego de oligonucle6tidos univer-
sales (37.6%) aumentd sustancialmente (60.4%) al combinarlo
con otros dos juegos de oligonucledtidos universales.
Conclusiones. La presencia del VPH de alto riesgo es ele-
vada inclusive en mujeres con epitelios cervicales con
diagndstico citoldgico normal. La deteccion del VPH mejora
al utilizar distintos juegos de oligonucleétidos universales que
reconocen la region L1 del VPH. Con una adecuada toma de
muestra, el andlisis para deteccion de ADN en exudado
cérvico-vaginal es una buena alternativa de diagnostico del
VPH. El texto completo en inglés de este articulo esta dis-
ponible en: http://www.insp.mx/salud/index.html

Palabyas cIave:)/PH; cancer cérvico uterino; PCR; oligonu-
cledtidos; México

ing only one set of universal oligonucleotides (37.6%)in-
creased to 60.4% when the other two sets of universal oli-
gonucleotides were used. Conclusions. The frequency of
high risk HPV is high even in women with reported normal
cytology. HPV detection improves when different sets of
general primers directed to the L1 region are used. HPV
DNA screening in cervical scrapes may be a good alterna-
tive HPV diagnostic tool when the samples are appropri-
ately taken. The English version of this paper is available at:
http://www.insp.mx/salud/index.html

Key words: HVP; cervical cancer; PCR; primers; Mexico

1 cancer invasor del cuello del utero (CaCu) es un

problema de salud publica en paises subdesarro-
llados. Se estima que cada afio se diagnostican 500 000
casos nuevos en el mundo. Es responsable de 190 000
muertes anuales, de las cuales 78% ocurren en los pai-
ses en desarrollo, donde es la causa principal de muer-
te por céncer en mujeres.! Durante los dltimos afios, la
incidencia y mortalidad por cancer de cérvix en los Es-
tados Unidos de América (EUA) y otros paises desarro-
llados han disminuido notablemente.'* Sin embargo, en
los paises en desarrollo, esta patologia no ha presenta-
do una disminucién importante. Son los paises latino-
americanos los que informan las tasas de incidencia més
altas.! Dentro de éstos, México ocupa el primer lugar de
mortalidad por esta enfermedad.>’

Los estudios sobre la epidemiologia del CaCu han
demostrado que esta entidad se comporta como una en-
fermedad de transmision sexual, y diversos factores de
riesgo parecen estar involucrados en su desarrollo.® Los
de mayor asociacién son inicio temprano de relaciones
sexuales, ntimero de parejas sexuales, infecciones virales
y bacterianas, habitos reproductivos, uso de anticoncep-
tivos orales, habitos dietéticos y tabaquismo, entre otros.”
Sin embargo, multiples estudios epidemiol6gicos han
concluido que el factor definitivo enla etiologia del CaCu
es la infeccién del cérvix por algunos tipos del virus del
papiloma humano (VPH).%®

El VPH es un grupo de virus que infecta epitelios y
mucosas del ser humano y se clasifica en tipos de acuer-
do con homologias en su material genético. En la actua-
lidad, se reconocen més de 100 tipos diferentes.” Un
estudio mundial informd la presencia de material gené-
tico (ADN) de este virus en mas de 95% de casos de
CaCu.'® Posteriormente, mediante técnicas de biologia

molecular més sensibles, la deteccién se ha optimizado,
hasta obtener 99.7% de positividad al VPH en los tumo-
res analizados."! Los tipos del VPH que se encontraron
con mayor frecuencia fueron el 16, 18, 31, 33 y 35. El
tipo 16 es el responsable de aproximadamente 50% de
las infecciones en CaCu, mientras que el VPH 18 alcan-
za 18 a 20%.101

En el Instituto Nacional de Cancerologia de Méxi-
co (INCan) se han realizado trabajos previos con las téc-
nicas de Dot y Southern Blot en pacientes con lesiones
precancerosas y con CaCu. En éstas se ha encontrado
una prevalencia para el VPH de 39 y 34.3%, de acuerdo
con la técnica empleada.'>!® Esta prevalencia probable-
mente fue subestimada, en parte porque s6lo se utiliza-
ron sondas para los tipos virales 6, 11, 16 y 18.

Se reconoce que un método de deteccién mads sen-
sible que el Southern Blot es la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), para detec-
tar secuencias de ADN virales y celulares.!*!® En otro
estudio, se utilizaron las técnicas de PCR e hibrida-
cién con Dot Blot para analizar la infeccion por el VPH
en un grupo de pacientes que acudieron para atencién
médica al INCan. En ese trabajo se encontrd una preva-
lencia para el VPH de 87% en CaCu, 83.3% para lesio-
nes de alto grado, 33.3% para lesiones de bajo grado y
17% en mujeres sin evidencia de infeccién por citologia.

Estudios de prevalencia del VPH en la mucosa cer-
vical publicados recientemente han demostrado que ésta
depende no sélo del tipo de poblacién estudiada y de la
técnica de diagnéstico utilizada en su deteccion, sino
también del tipo de muestreo que se realice sobre la le-
sion cervical.'®1? Se ha observado que entre muestras
obtenidas de biopsia y exudado cervical las prevalen-
cias difieren hasta en 50% en favor de las biopsias.®
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El objetivo de este trabajo fue analizar la frecuencia y
distribucion del VPH en muestras obtenidas de biopsia y
exudado cervicovaginal en tres grupos de mujeres que
acudieron para atencién médica al INCan y a otros hospi-
tales y centros de salud. En este estudio se incluyeron pa-
cientes con CaCu, pacientes con lesiones premalignas y
mujeres con lesiones inflamatorias benignas del cérvix.

Material y métodos

Este es un estudio transversal descriptivo, donde se in-
cluyeron mujeres mexicanas que asistieron para reali-
zarse el examen de Papanicolaou a una de las siguientes
unidades hospitalarias de la Ciudad de México: Institu-
to Nacional de Cancerologia, Hospital General de Méxi-
co, Centro de Salud “Castro Villagrana” del Instituto
Mexicano del Seguro Social y la Clinica Mexfam “La
Villa”, de enero a diciembre de 1999, sin antecedentes
de terapia antineopldsica o inmunomoduladora, sin
neoplasias previas en otra localizacién del cuerpo, y que
accedieran voluntariamente a participar en el estudio
mediante firma de carta de consentimiento informado.

Las participantes se sometieron a un examen gi-
necoldgico de rutina; se tomaron muestras de exuda-
do cervicovaginal, con espatula de Ayre, tanto para su
tincion por la técnica de Papanicolaou como para la
extraccion del ADN vy anlisis del VPH.

Para fines del estudio a todas las mujeres inclui-
das se les tom6 muestra para el Papanicolaou dirigido
por colposcopia. Después de la toma del exudado cer-
vical se les aplicé dcido acético a 5% para revelar lesio-
nes macroscéopicas. S6lo ante la evidencia de alguna
lesién macroscépica se procedio a la toma de la biop-
sia. Cuando el médico no observé cambio sugestivo
de malignidad no se tomé biopsia. El resultado cito-
histolégico de éstas reclasificé a las muestras en casos
sanos y/o con lesién premaligna y maligna.

El diagnéstico citologico e histolégico de todas las
muestras incluidas en el estudio fueron interpretados
por un solo citélogo y un solo patélogo del INCan, si-
guiendo el criterio de la FIGO (Federation Internatio-
nal of Gynecology and Obstetrics).?’

Se estudié un total de 154 muestras cuya distribu-
cion fue la siguiente: 44 casos de CaCu, 21 casos de
lesion intraepitelial escamosa de bajo grado, 24 casos
de lesién intraepitelial escamosa de alto grado y 65
casos con citologias normales

Extraccion y purificacion del ADN

Tanto las muestras de exudado cervicovaginal como las
biopsias se resuspendieron en 1 ml de Buffer de Lisis
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(Tris-HC1 10mM pH 8, EDTA 0.IM pH 8, SDS 0.5%,
Proteinasa K 200 pg/ml, RNAsa 20 pg/ml), se incuba-
ron a 37 °C y 55 °C, respectivamente, toda la noche.?!
La extraccién del ADN en ambos tipos de mues-
tras se realiz6 con fenol-cloroformo, y la precipitacién
con etanol, segun la técnica descrita en Sambrook.?!

Deteccion y tipificacion del VPH

Las 154 muestras de ADN fueron sometidas a diagnés-
tico de VPH. Estas muestras fueron positivas a la previa
amplificacion del gen de £-globina por PCR que ampli-
fica un fragmento de aproximadamente 268 pb a una
Tm de 55 °C, como lo describen Resnick y colaborado-
res.” Parala deteccién del VPH se utilizaron tres diferen-
tes juegos de oligonucledtidos universales: (MY09/
MY11, GP5/GP6 y L1C1/L1C2) que amplifican frag-
mentos de diferente tamafio de la regién L1 del VPH. 2%
Cada reacci6n se llevé a cabo en un termociclador mo-
delo 480 (Perkin Elmer), en un total de 40 ciclos, un
primer ciclo de desnaturalizacion a 94 °C por 10 min y
un ciclo final de extensién a 72 °C por 7 min; los 38 ci-
clos intermedios se llevaron a cabo a una Tm de 55 °C
para los oligonucle6tidos MY09/11 y de 48 °C, tanto
para GP5/6, como para L1C1/2. El resultado se visua-
liz6 por medio de electroforesis en gel de agarosa, iden-
tificando la banda amplificada del tamafo esperado.

Amplificacion de la region L1
del papilomavirus

a) Todas las muestras se amplificaron con los oligo-
nucle6tidos universales MY09/MY11, localizados
dentro de la regién L1 del genoma del VPH, lo
que dio un fragmento aproximado de 450 pb.*2

b) Todas las muestras que resultaron negativas a la
amplificacion con MY09/MY11 fueron sometidas
a amplificacién con oligonucleétidos universa-
les (GP5/GP6), localizados dentro de la secuencia
reconocida por los oligonucledtidos MY09/MY11
y que amplifican un fragmento de 150 pb. 2%

¢) Las muestras que siguieron negativas se anali-
zaron con otro par de oligonucledtidos universa-
les L1C1/L1C2 que generan un fragmento de
240-250 pb de la region L1.%

Determinacion del tipo del VPH

Se procedi6 a la tipificacion de las muestras que resul-
taron positivas para el VPH por cualquiera de los jue-
gos de oligonucleétidos utilizados para la region L1.
Para tal caso se eligieron oligonucleétidos especificos
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para la region E6/E7 de VPH16 bajo las condiciones
descritas por Berumen y colaboradores,? que amplifi-
can un fragmento de 792 pb a una Tm 57 °C.

De la misma manera, se utilizaron los oligonucled-
tidos que, a una Tm de 57 °C, amplifican un fragmento
de 360 pb de la region larga de control (LCR) de VPH
18, descritos por Ong y colaboradores.?”

Secuenciacion del ADN

Finalmente, para determinar el tipo del VPH en todas
aquellas muestras que no fueron VPH 16 ni VPH 18, se
realizo la técnica de secuenciacion directa de los pro-
ductos de la PCR mediante el kit de Thermo Sequenase
Radiolabeled Terminator Cycle Sequencing (Amersham
Pharmacia Biotech) y marcaje con fésforo 33 (Amers-
ham Pharmacia Biotech).?® Se realizé electroforesis en
gel de acrilamida 8%, urea 7M, a 1 800 volts. Para deter-
minar el tipo viral, la secuencia obtenida se incorporé a
un banco de datos (BLAST) para su comparacién con
las secuencias del ADN existentes del VPH.

Analisis estadistico

Se analizo la distribucién del tipo viral en las diferentes
etapas del cancer cervical. El analisis comparativo se
realiz6 mediante la prueba t student para valores conti-
nuos, y la prueba de Ji cuadrada para proporciones.”

Para el andlisis de concordancia entre la deteccién
del VPH en biopsia y exudado cervical se utiliz6 la
prueba estadistica de Kappa.*®

Resultados

En este estudio se analizaron 154 muestras que fueron
positivas al gen de 8-globina. De acuerdo con el exa-
men histocitolégico la distribucién de los diagnésticos
fue la siguiente: 44 (28.6%) casos de CaCu, 45 (29.2%)
casos de lesion intraepitelial escamosa de bajo y alto
grado, y 65 (42.2%) casos con citologias normales.

En el cuadro I se presenta la distribucién de la
edad de acuerdo con el diagndstico histolégico en es-
tas 154 mujeres, asi como la prevalencia del VPH con-
forme al resultado de la PCR con cualquiera de los tres
juegos de oligonucleétidos aplicados. Se observé que
las pacientes con CaCu invasor eran de mayor edad,
en comparacién con las de los otros grupos (p<0.05).

En el primer analisis se encontré que 58 de los 154
casos (37.6%) fueron positivos a la amplificacion con los
oligonucledtidos MY09/11. Las muestras positivas se
distribuyeron en los diferentes estadios clinicos de la si-
guiente manera: 6/65 citologfas normales (9.2%); 6/21

10

lesiones de bajo grado (28%); 18/24 lesiones de alto gra-
do (75%) y 28/44 de CaCu (63%).

Posteriormente, las 96 muestras negativas a
MY09/11 fueron amplificadas con los oligonucle6tidos
GP5/GP6, lo que dio un total de 30 muestras positivas
adicionales. Después, las 66 muestras que persistieron
negativas se sometieron a amplificacién con los oli-
gonucleétidos L1C1/L1C2, con lo que se obtuvieron
cinco nuevas muestras positivas, logrando que la de-
teccion del VPH se aumentara sustancialmente. En to-
tal, en 93 de las 154 muestras analizadas (60.4%) se
detecté ADN de algtin tipo de VPH y las 61 muestras
restantes resultaron negativas a esta infeccion.

Con este analisis las 93 de 154 muestras que resul-
taron positivas al VPH se agruparon de la siguiente
manera: 15/65 citologias normales, y 14/21 lesiones
de bajo grado; 22/24 lesiones de alto grado 42/44
CaCu. Los porcentajes de esta distribucion se mues-
tran en la figura 1 en los cuatro grupos de muestras
estudiadas, y se observa una clara tendencia a mayor
positividad al VPH segtin avanza el grado de lesién
de la enfermedad. El grupo de cancer invasor presen-
ta 95.5% de positividad, el grupo de mujeres con le-
sion de alto grado 91.6%, en los casos de lesiones de
bajo grado se encontré 66.7% de positividad; mientras
que en el grupo de mujeres con estudio citolégico nor-
mal fue de 23.1%. Estas diferencias fueron altamente
significativas (p=0.0001).

Con el fin de evaluar la eficiencia de cada uno de
los pares de oligonucleétidos utilizados se selecciona-
ron 49 muestras de las que, independientemente del tipo
de lesi6n, se contaba con al menos 2 ug de ADN para
efectuar el analisis y que previamente hubieran resulta-
do positivas al VPH en el andlisis anterior, por cualquier
par de los oligonucleétidos utilizados. Las muestras que
reunieron dichos criterios se sometieron a amplificacio-
nes independientes con los tres juegos de oligonucleé-
tidos. De los resultados obtenidos en estas condiciones

Cuadro |
EDAD PROMEDIO Y POSITIVIDAD AL VPH DE LAS MUJERES
ESTRATIFICADA POR EL TIPO DE LESION.
INsTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA.
Mexico, DF, 1999

n VPH+ Media Intervalo
Diagnéstico 154 % afios
Citologia normal 65 231 37.8 18-72
Lesion de bajo grado 21 66.7 375 22-57
Lesion de alto grado 24 91.6 419 19-77
Céncer invasor 44 95.5 47.1 26-74

salud piiblica de méxico / vol.46, no.1, enero-febrero de 2004



Deteccion de VPH con diferentes oligonucledtidos universales

ARTICULO ORIGINAL

se observo un total de muestras positivas al VPH de 41/
49 (83.6%), para L1C1/L1C2; 30/49 (61.2%), para GP5/
GP6 y 14/49 (28.5%), para MY09/11. Valga mencionar
que si bien sélo seis de las 49 muestras fueron positivas
para los tres pares de oligonucleétidos, al intersectar los
resultados con los diferentes pares, ocho muestras re-
sultaron positivas, tanto a GP5/6 como a MY09/11,
nueve coincidieron con MY09/11y L1C1/2y, finalmen-
te, 25 fueron positivas tanto para GP5/6 como para
L1C1/2.

En el cuadro II se presenta la distribucion de los
tipos virales encontrados mediante el uso de oligonu-
cleétidos especificos para los tipos 16 y 18, asi como la
secuenciacién directa de los productos de amplifica-
cion. Entre los VPH de alto riesgo, segtin la reciente
clasificacion de Mufioz y colaboradores™ se detecta-
ron los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 58, 59 y 66,
de los cuales el tipo 16 fue el que se encontré con ma-
yor frecuencia (46.2%), seguido del VPH 18 (16%). En
cuanto a los tipos virales de bajo riesgo fueron detec-
tados el 6A, 11, 44, 54, 61 s6lo en mujeres sanas y lesio-
nes de bajo grado (NIC ). Por tltimo, en cinco muestras
positivas al VPH (10 determinados) no se obtuvo el tipo
especifico, debido a que el material fue insuficiente
para la secuenciacion. Al clasificar por riesgo oncogé-
nico los tipos del VPH encontrados se observé que los
pacientes con lesiones de alto grado y CaCu registra-
ron porcentajes de positividad al VPH de alto riesgo

95.5
100 916

Porcentaje

Citologia Normal NIC | NIC 111l CaCu

n=65 n=21 n=24 n=44
. Negativo . Positivo

Ficura 1. DisTRIBUCION DEL PORCENTAJE DE VPH
ENCONTRADO EN LOS 154 CASOS ESTUDIADOS, AGRUPADOS
DE ACUERDO CON EL GRADO DE LESION PRESENTADO AL
MOMENTO DE LA REVISION. INSTITUTO NACIONAL DE
CANCcErRoLOGIA. MExico, DF, 1999
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de 87.5% y 90.9%. Mientras que el grupo de mujeres
con citologia normal o lesién de bajo grado registra-
ron frecuencias de infecciones de alto riesgo de 21.5y
38%, respectivamente.

En la figura 2 se presenta la distribucion de los ti-
pos VPH 16 y VPH 18 de acuerdo con el diagnéstico.
Observamos la mayor positividad para estos tipos vira-
les en las lesiones de alto grado y CaCu invasor (62.5y
68.2%, respectivamente).

La deteccién del VPH de acuerdo con el tipo de
muestra obtenida se puede observar en el cuadro III. Los
datos provienen de 91 pacientes de quienes se contaba
con muestras de biopsia y de exudado cervicovaginal.

En 55 casos (60.4%), donde predominaron lesiones
de alto grado y CaCu invasor, tanto en la biopsia como
en el exudado cervicovaginal se pudo detectar la pre-
sencia de ADN viral. En 22 casos (24.1%), en donde la
biopsia y el exudado cervicovaginal fueron negativos
al VPH, predominaron muestras con reporte normal y
lesiones premalignas (15/22). Los casos discordantes,
que fueron 13 (14.3%), correspondieron a tres muestras
con citologia normal, dos con lesiones de bajo grado y
ocho con lesiones de alto grado. Un solo caso fue positi-
vo en el exudado cervicovaginal y no en la biopsia.

El valor de Kappa, es decir, el grado de concordan-
cia entre biopsia y exudado cervicovaginal, fue calcu-
lado en un total de 91 casos (IC 95% 55.45%-75.05%), y
result ser de 65.25%. Con estos hallazgos se obtuvo una
sensibilidad de 81% y una especificidad de 96% para el
exudado cervicovaginal, tomando como referencia a la
biopsia.

Discusion

En México el CaCu representa un grave problema de
salud piblica, tanto por su morbilidad como por la alta
mortalidad en mujeres jévenes>® y los trabajos publi-
cados sobre la prevalencia del VPH en CaCu en el pais
han informado diferentes frecuencias de positividad,
segtn la técnica empleada en la deteccion.!>1317333 A]-
gunos de estos estudios se limitaron basicamente a la
deteccion de los tipos virales 16 y 18. 203%* Sin embar-
go, hay poca informacién en muestras de lesiones pre-
cursoras de CaCu y en muijeres con citologia normal 353
Lazcano y colaboradores® describen en poblacién mexi-
cana una prevalencia de 16.7% del VPH en mujeres
menores de 25 afios de edad; ésta disminuye a 3.7% en
las mujeres de 25 a 44 afios y vuelve a aumentar hasta
23% en mayores de 65 afios de edad. En dicho estudio
se observa que los tipos de VPH de alto riesgo son los
mas frecuentes

Los resultados del presente trabajo ofrecen una
visién de la frecuencia y tipos del VPH en una pobla-
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Cuadro Il
DisTriBUCION DE LOS TIPOS DEL VPH DETECTADOS. INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA.
Mexico, DF, 1999

Tipos de VPH

Alto riesgo

Bajo riesgo ND*

16 18 31 33 35 39

Estadio clinico n  VPH+ VPH-
Sano 65 15 50 3

45 51 52 58 59 66 6 11 44 54 61

NIC | 21 14 7 4

NIC [I-1ll 24 22 2 14

©| || o
—

CaCu 44 42 2 22

Total 154 93 61 43 15 3 2 2 1

Ok o
-
|-
—
N
(SRS N

68.2

Porcentaje

18.2

NIC | NIC 1I-11l CaCu

Citologia Normal

] vris [ veeis |:| 16y 18

Ficura 2. DisTRIBUCION DEL PORCENTAJE DEVPH 16 v
VHP 18 DE ACUERDO CON EL TIPO DE LESION. INSTITUTO
NaAcloNAL DE CANCEROLOGIA. MExico, DF, 1999

Cuadro 1l
PosiTivibab AL VPH ENTRE BIOPSIA Y RASPADO
CERVICOVAGINAL. INSTITUTO NACIONAL DE
CANceroLOGIA. MExico, DF, 1999

Biopsia
Raspado Positivo Negativo Total
n % n % n %
Positivo 55 60.4 1 11 56 61.5
Negativo 13 143 22 24.2 35 385
Total 68 74.7 23 25.3 91

Nota: La concordancia de resultados obtenida entre biopsia y raspado
cervicovaginal, después de aplicar el estadistico Kappa fue de 65.25% (IC
95%, intervalo 55.45% 75.05%)
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cién mexicana que incluye pacientes con diagnéstico
de CaCu invasor, lesiones premalignas de alto grado y
bajo grado y mujeres con citologia normal, utilizando
el sistema de reaccién en cadena de la polimerasa con
diferentes juegos de oligonucledtidos universales y
especificos para detectar VPH. Los resultados son si-
milares a los obtenidos en México y otras poblaciones
con alta incidencia de CaCu.!3

Mediante la técnica de la PCR se puede detectar
un gran nimero de genotipos del VPH que infectan la
zona anogenital.'* Sin embargo, ahora se conoce que
existen mas de 100 tipos del VPH, de los cuales mas de
70 pueden infectar dicha regién anatémica. Es dificil
establecer métodos para la deteccién de cada uno de
ellos; por lo tanto, algunas regiones especificas del VPH
son utilizadas para construir oligonucleétidos consenso
o universales, capaces de amplificar varios tipos dife-
rentes del VPH. Algunos autores han disefiado diferen-
tes oligonucleétidos universales complementarios a la
region L1 de VPH,??3 para la region E6/E7.%

Con el propésito de aumentar la capacidad de de-
teccién del VPH, en las muestras previamente negativas
con los oligonucledtidos MY09/11 se decidié emplear
otros dos juegos de oligonucleétidos universales que
amplificaran diferentes fragmentos de la regién L1 de
VPH (GP5/GP6; L1C1/L1C2). Encontramos que el uso
de mds de un juego de oligonucledtidos universales
amplia el margen de deteccién para este virus. >

En la amplificacion realizada a 49 muestras posi-
tivas al virus con los tres juegos de oligonucleétidos
se pudo observar una mejor detecciéon del VPH con
L1C1/2(41/49) y GP5/6 (30/49), en comparacion con
MY09/11 (14/49). Si bien no es claro el hecho de por
qué solo seis de las 49 muestras pudieron amplificar-
se con los tres pares, se observa de igual manera que
25 de las mismas se detectaron con GP5/6 y L1C1/2,
lo que refuerza la idea de una mejor sensibilidad para
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estos tltimos dos pares. Dado que los oligonucledti-
dos MY09/11 han mostrado ser muy ttiles en otros
estudios,® no descartamos que la baja eficiencia que
obtuvimos con ellos se deba a problemas técnicos. Nues-
tros resultados muestran que de ser este el caso, los oli-
gonucle6tidos LC1/2 y GP5/6 pudieran ser mas
eficientes que MY09/11 en la amplificacién de un mate-
rial que no se encuentre en el estado de pureza idoneo.
Por otra parte, se sabe que en un ADN fragmentado se
amplifican mejor fragmentos pequefios que grandes.
MY09/MY11 amplifica fragmentos de 450 pb, mientras
que L1C1/L1C2 amplifica 250 pb y GP5/GP6 150 pb, lo
que los haria mas eficientes en estas condiciones.

Con estos hallazgos sugerimos que el uso de los
tres pares de oligonucledtidos universales aumentara
indiscutiblemente la deteccion del ADN del VPH en
diferentes muestras de cérvix. Sin embargo, en ocasio-
nes se debe decidir entre el uso de un par de oligonu-
cleétidos que nos garanticen una dptima deteccién sin
aumentar el costo o el esfuerzo, por lo que en nuestra
experiencia se recomendaria iniciar el andlisis con los
oligonucleétidos L1C1/2.

En México la informacién sobre la prevalencia de
la infeccion cervical por el VPH en poblacién general
es escasa. Estudios recientes muestran una alta preva-
lencia en mujeres menores de 35 afios de edad y sexual-
mente activas.® La prevalencia del VPH en nuestro
estudio fue de 60.4% en todas las muestras analizadas,
con una clara tendencia a mayor positividad en lesio-
nes de alto grado y en CaCu. En mujeres con citologia
normal y lesiones de bajo grado la frecuencia de infec-
cion por el VPH fue de 21.5 y de 38%, respectivamen-
te, para VPH de alto riesgo, lo que es comparable con
otros estudios.®*4# Esto confirma la alta frecuencia de
portadoras asintomaticas.

En nuestro estudio encontramos un porcentaje alto
de VPH (95.5%) en muestras de CaCu, en donde el VPH
16 predominé en 50% de los tumores analizados. Es-
tos resultados concuerdan con los datos obtenidos de
muestras de CaCu procedentes de diversos paises,
donde la prevalencia del VPH fue de 99.7%.101

En este estudio observamos que en las lesiones de
alto grado (NIC II-11I) la presencia del VPH fue similar
a la obtenida en el grupo de mujeres con CaCu. Con
esto vemos que esta prevalencia es mayor conforme
progresa la enfermedad, lo que apoya la participacién
de este virus en el desarrollo del CaCu.

Trabajos previos reportan que mds de 70% de las
lesiones de alto grado son positivas para el VPH, y que
resulta necesario una persistencia de la infeccion con
VPH de alto riesgo para la progresion hacia NIC IIl y
cancer invasor.* La infeccién por el VPH es frecuen-
te en mujeres jovenes y sexualmente activas. Sin em-
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bargo, los factores de riesgo precisos para el desarro-
llo de la infeccién, la respuesta inmunolégica a la mis-
ma, su incidencia y duracién en cada una de las etapas
de la neoplasia cervical no estén bien definidos. Algu-
nos estudios informan que el prondstico de las pacien-
tes con CaCu depende del potencial oncogénico del
tipo viral con el cual estan infectadas.?#>474% De igual
modo, la carga viral también ha sido considerada un
factor prondstico; sin embargo, los resultados son con-
tradictorios sin poder definir adecuadamente el ver-
dadero valor de este posible factor pronéstico.*

Para la 6ptima deteccién del VPH el tipo de mues-
treo es clave, ya sea mediante biopsias o exudados cer-
vicovaginales. Al comparar estas dos formas de
muestreo en las mismas pacientes observamos una po-
sitividad de 74.7% en biopsia, en contraste con 61.5%
de aquellas muestras obtenidas por exudado cervico-
vaginal. La diferencia en los datos reportados posible-
mente se deba a que la cantidad de células obtenidas
con la toma del exudado cervicovaginal no fue repre-
sentativa de la zona de transformacién y del endocér-
vix. También se debe considerar la posibilidad de la
existencia de menor cantidad de ADN viral en la muco-
sa cervical, la presencia de inhibidores de la PCR o sim-
plemente muestreo inapropiado, como se ha
informado.®*! Consideramos que la sensibilidad pue-
de mejorar si se utilizan técnicas de muestreo més efica-
ces. Esto es, mediante el uso de herramientas mas
adecuadas que garanticen la toma de material represen-
tativo, tanto del endocérvix como del exocérvix. Por
ejemplo, en el método de captura hibrida (Digene) se
ha mejorado la toma de la muestra al utilizar un cepillo
especial que permite una toma eficiente de células en-
docervicales y exocervicales y que se introduce en un
buffer que las preserva adecuadamente.?? En relacién con
la concordancia observada, la reproducibilidad del re-
sultado entre biopsias y exudado cervical fue satisfac-
toria, con un valor de Kappa de 65.25%.

Aunque los resultados con los métodos anteriores
sean satisfactorios, en la actualidad la utilidad de di-
chas pruebas en sus formas comerciales se ve limitada
por su elevado costo relativo. La deteccion especifica
del VPH de alto riesgo es de suma importancia en el
seguimiento de la paciente con infeccién persistente
para determinar una posible progresién o regresién de
la lesién cervical. Por otra parte, el conocer la distribu-
cién no so6lo de tipos sino de variantes virales en lesio-
nes premalignas, permitira definir variantes de alto
riesgo para el desarrollo de CaCu.»

La muerte por cancer cervicouterino puede pre-
venirse con el tamizaje citoldgico, que puede detectar
lesiones pre-neoplasicas y subclinicas. De este modo,
la disminucién en la mortalidad observada en varios
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paises se ha atribuido en gran parte a la introduccién
de programas organizados de tamizaje.

Actualmente, el conocimiento de los tipos del VPH
asociados con CaCu ha permitido establecer medidas de
prevencion primaria para esta neoplasia. También se ha-
cen esfuerzos para desarrollar algtin tipo de vacuna que
proteja al huésped de la infeccién por el VPH, evite la re-
infeccién o induzca la regresion de lesiones ya estableci-
das, como el cancer invasor.>**” Nuevas estrategias para
el control del cancer de cérvix seran aconsejables cuando
se cuente con métodos terapéuticos y vacunas preventi-
vas que demuestren su efectividad contra los tipos carci-
nogénicos del VPH. De este modo resulta importante
evaluar la distribucién de los distintos tipos y variantes
virales, con el fin de lograr métodos de control eficientes
dirigidos a poblaciones especificas.
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