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RESUMEN

Se estima que el virus del
papiloma virus (VPH) es la
infeccién por transmision sexual
(ITS) mas frecuente en el mundo,
afectando a hombres y mujeres
por igual. En mujeres, el VPH
es el factor etiol6gico del cancer
cervical (CC). Actualmente, el
principal acercamiento para la
prevenciéon del CC ha sido a
través de programas de deteccion
oportuna del céancer, lo cual se
ha realizado mediante un estudio
citolégico del Papanicolaou (Pap)
para la deteccién de lesiones
precursoras.




Sin embargo, la sensibilidad y especificidad
de la prueba de Pap depende de la destreza del
observador en el reconocimiento y clasificacion
de diferentes anormalidades en las células. El
desarrollo de sistemas de diagndstico temprano
para la deteccidén de la infeccién por VPH ha
sido problemético debido a que tanto la citologia
como la colposcopia identifican la lesion
cervical en estadios muy avanzados. De esta
forma, la aplicacion de las pruebas moleculares
ha sido exitosa en el diagndstico temprano
del CC. Existen diferentes compafiias que han
desarrollado, manufacturado y comercializado
pruebas diagndsticas basadas en identificacion de
genes para el tamizaje, monitoreo y diagndstico
de VPH. Estas técnicas moleculares se basan
en el reconocimiento de secuencias de ADN de
VPH por medio de hibridaciéon del ADN, PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa), captura
de hibridos (hybrid capture) y el sistema de linea
reversa (reverse line blot). Nuestra revision se
enfoca a las técnicas moleculares utilizadas para
detectar el VPH, como factor de riesgo del CC.

Palabras claves: Virus del papiloma humano,
infeccion cervical, céncer cervical, diagndstico
de cancer cervical.

ABSTRACT

It is estimated that human papilloma virus (HPV)
is a sexually transmitted infection (STI) most
frequent in the world, affecting men and women
equally. In women, HPV is the etiological factor
for cervical cancer (CC). Currently, the main
approach for prevention of CC has been through
programs of early detection of cancer, which have
been carried through Pap cytology (Pap) for the
detection of precursory lesions. However, the
sensitivity and specificity of the Pap test depends
on the skill of the observer in the recognition and
classification of different cell abnormalities. The
development of systems for early detection of
HPV infection diagnosis has been problematic
because both cytology and colposcopy methods
identify cervical lesion in advanced stages. Thus,
the application of molecular testing has been
successful in the early diagnosis of CC. There
exist several companies that have developed,
manufactured and marketed diagnostic tests
based on identification of genes for screening,

monitoring and diagnosis of HPV. These
techniques rely on molecular recognition of HPV
DNA sequences by hybridization of DNA, PCR
(chain reaction polymerase), hybrid capture and
reverse line blot systems. Our review focuses on
the molecular techniques used to detect HPV, as
risk factor for CC.

Key words: Human papillomavirus, cervical
infection, cervical cancer, diagnosis of cervical
cancer.

INTRODUCCION:

El CC es uno de los principales problemas de
salud publica en todo el mundo y es responsable
de 231.000 muertes cada afio. Mas del 80 % de
los 500.000 nuevos casos de CC se diagnostican
en los paises en desarrollo y en América Latina
es la region con las tasas de incidencia mas altas
del mundo (1), en Ecuador 4 millones de mujeres
estdn en riesgo de desarrollar cancer cervical
siendo la tasa de incidencia de 20 casos por
cada 100.000 segun Datos del Registro Nacional
de Tumores de la Sociedad de Lucha Contra el
Cancer (Solca) (2,3).

El VPH factor etiologico del CC pertenece
a la familia Papillomaviridae y al género
Papillomavirus, son un grupo de virus de ADN
divergentes, de los cuales un grupo selecto(4)
Alpha-papillomavirus, Beta-papillomavirus y
Gamma-papillomavirus infectan humanos. En
la actualidad, més de 200 tipos de VPH han sido
identificados, los cuales tienen tropismo por
epitelios escamosos estratificados, infectando
piel, mucosa oral y/o del tracto ano-genital.(5)

Los tipos de VPH transmitidos por via sexual son
aproximadamente 40, y se pueden clasificar segtin
la homologia de sus genomas, y de acuerdo al
riesgo de transformacién maligna de la siguiente
forma: alto riesgo: 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45,
56, 59, 66, 68 y 70, riesgo intermedio: 50, 51, 52,
53, 58 y 83, y bajo riesgo: 6, 11, 32, 42, 43, 44,
54 y 81. Estos tipos virales son los mas comunes
en lesiones cervicales y han sido utilizados como
sondas para el diagndstico molecular.(4,5,6)

Estudios recientes han demostrado que el ADN
del VPH se puede encontrar en el 99,7 % de
B85



todos los carcinomas cervicales, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS ) ha reconocido el
VPH - 16 y HPV- 18 como agentes cancerigenos
para los humanos.(1,7) Un ensayo clinico
tradicional para el diagndstico de la infeccion
por VPH es la técnica de tincién Papanicolaou
(Pap) para los programas de despistaje y tamizaje,
esta técnica es una herramienta muy util, por su
facil realizacion y su bajo costo, no obstante
tiene poca reproducibilidad y una sensibilidad
y especificidad variable dependiente de la
experiencia del personal que la realiza. Como
consecuencia, se estima que aproximadamente
el 50 % de las infecciones VPH positivas pasan
desapercibidas por Pap; es entonces, su alta tasa
de falsos negativos su limitacién mas importante,
segin Franco y Col. un tercio de los diagnosticos
falsos-negativos se pueden atribuir a errores en la
interpretacion de la 1amina y los otros dos tercios
a la calidad de la preparacion de la misma. (4,8)

De esta manera, el uso de técnicas moleculares son
sumamente sensibles y especificas, sin embargo,
estas técnicas no se aplican con frecuencia debido
a los costos. El objetivo de este trabajo es enfocar
las técnicas moleculares utilizadas para detectar el
VPH, como factor de riesgo del CC su utilizacién
para el diagndstico y la tipificacion de VPH en
pacientes con antecedentes clinicos y patologicos
de infeccién por VPH.(1,9). La asociacion de los
resultados de prueba citologico convencional con
las técnicas moleculares es de gran importancia
y ayuda para entender mejor la evolucion de
la infeccion por VPH en diferentes contextos
epidemioldgicos.(10)

DESARROLLO:

ElVPHpertenecientealafamiliaPapillomaviridae
posee un ADN circular de doble hebra con
7.900 pares de bases, que se encuentra asociado
con histonas formando un complejo similar a
la cromatina, no posee envoltura, su capside
icosahédrica estd compuesta por 72 capsOmeros.
(9) El genoma de VPH contiene en promedio ocho
marcos de lectura abierta (ORF) importantes que
son expresados a través de ARNm policistronicos,
transcritos de una sola hebra de ADN, su ADN
se puede dividir en tres secciones: una region de
control (LCR, long control region) una regién
temprana E (early) y una region tardia L (late). La
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region LCR contiene un centro promotor llamado
p97 (en VPH16) o p105 (en VPH 18) que permite
potenciar o silenciar secuencias que regulan la
replicacion del ADN mediante el control de la
transcripcion de los ORF(11), ademas esta region
contiene la mayor variacién genética entre un
tipo viral y otro. Las proteinas E1 y E2 transcritas
a partir de la regién temprana son responsables
de la replicaciéon viral y expresidon génica, la
region tardia codifica para las proteinas L1 y L2,
componentes de 95 y 5%, respectivamente, de la
capside viral. Las proteinas E6 y E7 de los virus
de alto riesgo son las principales mediadoras de la
carcinogénesis, debido a su interaccidn con varios
blancos celulares.(5,12,13)

En la actualidad no existe un ensayo serolégico
confiable que permita diagnosticar la infeccién
por VPH vy el desarrollo de este ensayo tiene que
enfrentar graves obsticulos, en primer lugar,
el poco conocimiento que se tiene sobre los
mecanismos de respuesta inmune del huésped a la
infeccion y la evasion de esta respuesta por parte
del virus, en segundo lugar, el hecho de no poder
disponer de una proteina viral suficientemente
antigénica en cantidades abundantes para
desarrollar el ensayo; y por tltimo la incapacidad
de poder cultivar el virus in vitro, debido a que
éste sOlo prolifera en células diferenciadas
permisivas y éstas no pueden mantenerse en
cultivo. Puesto que el VPH se considera el agente
etiologico del CC, surge la necesidad de disponer
de ensayos que permitan el diagndstico temprano
de la infeccion por VPH.(4)

La prueba de Papanicolaou es el método mas
utilizado en el diagndstico precoz de las lesiones
cervicales, como se menciond anteriormente
seglin resultados de los meta-andlisis sugieren
que la prueba de Papanicolaou tiene una gran
variacion en la sensibilidad para detectar lesiones
histoldgicas, por lo que métodos alternativos y
tecnoldgicamente diferentes, han sido sugeridos
para el cribado de céncer de cuello uterino, entre
ellas pruebas de virus del papiloma humano
(VPH) por medio de la biologia molecular.(14)

La deteccion de ADN de VPH se ha utilizado
como un marcador de la presencia del virus en
una lesion cervical, aunque esto no es indicativo
de una infeccién productiva o presencia de una



lesion cervical, por lo tanto, lesiones clinicas y
alteraciones citoldgicas siguen siendo los métodos
mas frecuentes utilizados para identificar lesiones
precancerosas, algunos de los cuales pueden
estar asociados con la presencia de infeccion por
VPH. Sin embargo, hoy en dia los médicos estan
haciendo mal uso de pruebas de Papanicolaou
y la colposcopia para diagnosticar las lesiones
virales. Por esta razén, las técnicas moleculares
se han introducido recientemente para detectar
el ADN del VPH en muestras cervicales que en
combinacion con pruebas de Papanicolaou y la
colposcopia, tienen como objetivo identificar a
las mujeres infectadas por el VPH en riesgo de
desarrollar CC. (1)

Hay varias técnicas moleculares utilizadas para
la deteccion de ADN de VPH, la mayoria de los
cuales se utilizan para fines de investigacion.
Estos incluyen:

PCR:

Las técnicas de deteccion y genotipificacion
de VPH se basan, principalmente, en la
amplificacién del genoma del virus mediante
PCR, para posteriormente desarrollar un método
complementario que permita discriminar, ya
sea, los grupos de VPH de alto o bajo riesgo, o
los genotipos individuales.(16) La PCR es una
técnica molecular poderosa, se ha utilizado en el
campo del diagnéstico desde sus inicios por su
sensibilidad y especificidad, capaz de detectar
entre 10 y 200 copias de genoma viral por muestra.
(10) Esta técnica es capaz de detectar el ADN
diana mediante la utilizacion de oligonucleétidos
iniciadores que complementan de forma
especifica con las regiones flanqueantes del
ADN a amplificar, mediante ciclos sucesivos de
desnaturalizacion, anclaje y extension, el ADN es
amplificado muchas veces hasta obtener una sefial
facilmente visible en geles de agarosa tefiidos con
bromuro de etidio. Puesto que el anclaje de los
oligos es especifica, la sefial se obtiene si el ADN
diana esta presente en la muestra.

La PCR es una prueba para detectar presencia
de VPH, mientras que el andlisis histopatoldgico
busca determinar la presencia de lesiones mads
alld de si éstas se encuentran asociadas o no al
VPH.(4) En la actualidad, varios cebadores de

diferentes genes de VPH han sido disefiados, pero
las mas populares se basan en el gen L1.(1,4) La
infeccién productiva genera numerosas particulas
virales facilmente detectables por la PCR,
generalmente ocurre en lesiones de bajo grado,
mientras que en estado de latencia el virus no se
replica activamente permaneciendo en las células
infectadas en una copia en estado episomal o
integrada a un cromosoma del genoma celular,
en ambos casos no hay replicacién del genoma
viral, esto puede ocurrir en lesiones de alto grado.
El estado de latencia afecta la sensibilidad de la
PCR, sobre todo si la muestra fue tomada de una
zona donde las células portadoras son escasas o
estan ausentes. Esto puede explicar que muestras
resulten negativas por PCR.(15)

HIBRIDACION DE ACIDO NUCLEICO.

Moléculas de dcidonucleico de cadena sencillaque
son complementarias entre si formaran hibridos en
condiciones apropiadas. Pruebas de hibridacién
se basan en este fendmeno y que emplean
moléculas etiquetadas (sondas) para detectar
moléculas especificas diana complementaria. La
hibridacion de acidos nucleicos es el método mas
sensible para la detecciéon de VPH en muestras
clinicas y el dnico capaz de identificar los tipos
especificos del VPH. Hay muchos formatos de
ensayo de hibridacién alternativos; la hibridacién
Southern blot sigue siendo la prueba més sensible
y especifica para el ADN del VPH , pero tiene el
inconveniente de ser también el que mas tiempo
consume .(12)

Entre las varias técnicas de biologia molecular
utilizadas esta la hibridacién dot blot , donde
sondas de oligonucleétidos de VPH especificos se
inmovilizan sobre una fase solida y se hibridaron
a un producto de PCR en la fase liquida . Este
procedimiento es complicado, especialmente
cuando se trata de detectar los tipos de VPH
separadas, porque requiere rondas separadas
de hibridaciéon para cada tipo detectado. Por
otro lado, los sistemas de hibridaciéon inversa
proporcionan una herramienta atractiva para la
hibridacion simultdnea de un producto de PCR
de multiples sondas de oligonucleétidos (17), es
la técnica mas sensible en una sola reaccion es
capaz de detectar hasta 40 genotipos virales en 40
muestras al mismo tiempo, lo cual no ocurre con
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otras metodologias. Ademds un mismo ensayo
puede determinar infecciones mudltiples, sin
dificultad en la lectura e interpretacion.(16)

CAPTURA DE HiBRIDOS

Captura de hibridos es uno de los métodos mas
utilizados para detectar VPH en muestras de
citologia cérvico-uterina, cuenta con la aprobacion
de la FDA (Food and Drug Administration)
de E.U.A, es un ensayo de amplificacion de la
sefal que utiliza una combinacién de captura
de anticuerpo y quimioluminiscencia, para
la deteccion de sefales utilizando un pool de
oligosondas de ARN complementarias a algunos
genotipos de VPH, formando una unién tnica
entre ADN-ARN que es reconocida por un
anticuerpo especifico. Se utiliza como método de
tamizaje, aunque s6lo permite discriminar entre
tipos virales de alto y bajo riesgo oncogénico, sin
informar sobre el genotipo viral especifico (5,17),
por lo que debe acompanarse de otra técnica
de andlisis que permita la tipificacién del virus,
como por ejemplo, la hibridaciéon con sondas
tipo-especificas, andlisis de secuencia o anélisis
de restriccion (4), este ensayo tiene entre sus
ventajas la sencillez de su ejecucion.(17)

CONCLUSIONES

La deteccién precoz a través de los programas de
tamizaje basados en citologia, han mostrado una
impresionante reduccién en laincidenciade cancer
de cuello uterino, sin embargo mujeres con un
historial de resultados de Papanicolaou normales

todavia desarrollan cancer cervical, es ahi donde
se encuentran algunos de los puntos débiles de la
prueba, la sensibilidad y especificidad variable,
la necesidad frecuente de repeticion de la prueba,
lo que aumenta los costos considerablemente y
la eficacia de la prevencion. Considerando estos
elementos publicados en estudios anteriores, se
hace indispensable buscar nuevas estrategias para
prevenir este cancer, tales como la incorporacion
de pruebas moleculares.

Métodos sensibles para detectar ADN del VPH
mencionados anteriormente, en adicion de una
prueba de la citologia, aumentan la sensibilidad
de deteccion. Si un paciente es negativo para
ADN de VPH y tiene una prueba de Papanicolaou
negativo, el médico puede estar seguro de que no
hay riesgo de enfermedad neoplasica.

Las mujeres que tienen el ADN del VPH positivo,
pero que no tienen una prueba de Papanicolaou
anormal o evidencia clinica de enfermedad
relacionada con el VPH no deben ser vistos
como tener pruebas “falso positivo” estas son
las mujeres con mayor riesgo de desarrollar
una prueba anormal de Papanicolaou y cancer
cérvico uterino en un futuro, como lo demuestra
el Portland, Copenhague, y los investigadores
Reims. Estas mujeres pueden ser manejadas por
un seguimiento cercano y repetir la prueba.
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