Medicina Universitaria 2010;12(49):231-238

ELSEVIER

d

MEDICINA
UNIDERSITARIA

ARTICULO DE REVISION

Biologia del Virus del Papiloma Humano y técnicas

de diagnoéstico

David De la Fuente-Villarreal,' Santos Guzman-Lopez,' Oralia Barboza-
Quintana,? Roger Adrian Gonzalez-Ramirez.'

" Departamento de Anatomia Humana.
2 Departamento de Anatomia Patoldgica y Citopatologia.
Facultad de Medicina y Hospital Universitario Dr. José Eleuterio Gonzdlez, U.A.N.L.

Recibido: marzo, 2010. Aceptado: septiembre, 2010

PALABRAS CLAVE
Cancer cervicouterino,
captura de hibridos,
diagnostico, virus del
papiloma humano,
México.

KEY WORDS

Cervical cancer, hybrid
capture, diagnosis,
human papillomavirus,
Mexico.

Resumen

El virus del papiloma humano (VPH) pertenece al grupo de virus con tropismo por los
epitelios; infectan predominantemente la piel y las membranas mucosas y producen
proliferaciones benignas o papilomas, que bajo ciertas circunstancias pueden experi-
mentar transformacion maligna.

El VPH es considerado el agente causal mas importante del carcinoma del cérvix ute-
rino y el conocimiento de su biologia es fundamental para el entendimiento de la
carcinogénesis cervical. Existe evidencia epidemiologica y molecular sobre la estrecha
relacion del VPH en el desarrollo del carcinoma cervical y sus precursores.

La infeccion por el virus del papiloma humano es un importante problema de salud pu-
blica en nuestro pais, para lo cual se ha identificado a la poblacion con claros factores
de riesgo, tales como: inicio temprano de vida sexual activa y multiples parejas sexua-
les, hacia quienes se dirigen todos los esfuerzos de prevencion y diagnostico temprano,
donde ya se incluyen estudios avanzados y cada vez mas sensibles y especificos, con el
fin de detectar mas oportunamente esta mortal enfermedad.

Biology of human papillomavirus and diagnostic techniques

Abstract

Human papillomavirus (HPV), who belong to the group of virus with tropism for the
epitheliums, are able to infect skin, and mucous membranes, causing benign epithelial
proliferations or papillomas, which eventually can lead to malignant transformation.
Human papillomavirus is considered the most important etiologic agent of cervical
cancer, and knowledge of HPV biology is crucial in fully understanding cervical carci-
nogenesis. There are epidemiological and molecular evidences, which associate HPV
and cervical carcinogenesis and their premalignant states.
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Human papillomavirus infection is a very important health problem in our country, so
high-risk population (multiple sexual partners, early sexual activity) has been clearly
identified, and all early diagnostic and preventive strategies are focused on these
patients. Recently, plenty of new technologies and methods have been developed,
increasing sensitivity and specificity, having the goal of a more accurate and early
diagnosis of this deadly disease.

Introduccién

El cancer cérvico-uterino (CACU) es una de las principales
neoplasias malignas que afecta a las mujeres en el mundo
y en nuestro pais es el cancer mas frecuente en el sexo
femenino.’ Desde hace varias décadas se ha reconocido su
asociacion epidemiologica con el hecho de tener multi-
ples parejas sexuales, asi como con el inicio temprano de
la actividad sexual, lo que ya sugeria una etiologia trans-
misible; recientemente se ha demostrado su relacion con
la presencia del virus del papiloma humano (VPH), en el
tejido neoplasico.?

Historia

Las verrugas o papilomas cutaneos han sido reconocidos
desde la antigliedad y se presentan en practicamente todas
las especies de vertebrados. Desde la primera década del
siglo XX se establecio la etiologia viral de las verrugas
humanas mediante la inoculacion con extractos de teji-
do condilomatoso libres de células, lo que demostré en
forma experimental la naturaleza transmisible de esta
infeccion.? En 1933, Shope aisld el primer papillomavirus
en los conejos cola de algoddon*y posteriormente en
estos mismos animales se provocaron carcinomas escamosos
aplicando alquitran de hulla como promotor tumoral de
los papilomas.>’

En 1956 Koss y Durfee acuiiaron el término atipia
coilocitotica para describir los cambios de las células es-
camosas anormales caracterizadas por grandes vacuolas
perinucleares (coilocitos) que se encontraban en citologia
cervical de pacientes con displasia y carcinoma invasor.?
En 1976 Meisels y Fortin® y en 1977 Purola y Savia' propu-
sieron que las células del condiloma acuminado que por
ultraestructura contenian particulas virales compatibles
con VPH eran idénticas a los coilocitos descritos por Koss
y Durfee.

Desde 1977, Zur Hausen sugirié que podia existir aso-
ciacion entre VPH y cancer cervical.2En la misma década
de los setentas se describieron los modelos de carcino-
génesis inducida por virus en humanos en pacientes con
carcinomas escamosos cutaneos originados en epidermo-
displasia verruciforme, enfermedad causada por un tipo
de VPH."12

Finalmente, con el advenimiento de la biologia mo-
lecular fue posible la caracterizacion molecular de este
virus. 131

Biologia del VPH

Anteriormente, los papilomavirus pertenecian, junto con
los poliomavirus, a la familia Papovaviridae; sin embargo,

con la posterior secuenciacion de los genomas de los
papilomavirus se observé que aunque tienen una organi-
zacion genética semejante, su transcripcion es diferente:
unidireccional en los papilomavirus y bidireccional en los
poliomavirus, por lo que el Comité Internacional de Taxo-
nomia de los virus decidié que los papilomavirus fueran
una familia diferente, denominada Papillomaviridae.*'?
Esta familia infecta los epitelios de mamiferos y otras
especies vertebradas. El VPH pertenece a cinco de 18 gé-
neros de la familia Papillomaviridae: alfa, beta, gamma,
mu y nu.'® Los papilomavirus se caracterizan por ser pe-
quenos virus no envueltos que miden entre 45 mm a 55
nm de diametro, con una capside icosaédrica de proteina.
Su genoma de acido desoxirribonucléico (ADN) circular de
doble cadena de aproximadamente 8,000 pares de bases
de longitud, contiene nueve o 10 regiones codificantes, de-
nominadas zonas abiertas de lectura (ORFs por sus siglas
en inglés). Dichas ORFs son secuencias de nucledtidos que
codifican proteinas no estructurales (enzimas) involucra-
das en la regulacion de las funciones virales, asi como
proteinas estructurales involucradas en la produccion de
las diferentes particulas del virus. Aquellas que codifi-
can proteinas no estructurales son conocidas como genes
de expresion temprana o E (“early”) y las que codifican
proteinas estructurales se denominan genes de expresion
tardia o L (“late”), de acuerdo a si son expresados antes o
después de la sintesis del ADN destinado a ser ensambla-
do en las particulas de progenie viral. En el VPH, siete u
ocho de las regiones ORFs codifican para genes tempranos
y Unicamente dos para genes tardios. Contiene ademas
una region no codificante, conocida como region larga de
control o region reguladora principal, cuyas secuencias
se encargan de la regulacion de la expresion de todos
sus genes, tanto de las regiones temprana como tardia
(Tabla 1).1

Se ha identificado la expresion de mas de veinte se-
cuencias de ARN mensajero, la mayoria en una forma
especifica a tipo celular y diferenciacion. Los productos
de los genes E6 y E7 han sido los mas estudiados a causa de
su interaccion con los genes supresores p53 y Rb y su pa-
pel en la transformacion celular, se denominan oncogenes
o genes transformantes, mientras que los genes denomi-
nados L1 y L2 codifican para las proteinas de la capside
(Tabla 1).19:20

Infecciones por VPH

El primer paso en una infeccion con el VPH es la adhesion
de viriones intactos a células de un epitelio escamoso a
partir de lo cual pueden ocurrir dos tipos de infecciones:
productivas o latentes.
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Tabla 1. Zonas abiertas de lectura del VPH.

Tabla 2. Enfermedades causadas por VPH.

Funciones principales de cada uno de los genes.

E1 Modulador de la replicacién de AND

E2 Regulacion de la transcripcion viral

E3 Desconocida

E4 Disrupcion de la citoqueratina en células escamosas

E5 Ligaldala transformacion celular y receptores de factores de
crecimiento

E6 Proliferacion y transformacion celular, ligada a p53

£7 Prolifer'aciléln y Itransformacic’)n celular, activacion de la
transcripcion, ligada a gen Rb

L1 Mantenimiento de la proteina mayor de la cépside

L2 Mantenimiento de la proteina menor de la capside

En las infecciones productivas o activas, la repli-
cacion viral se lleva a cabo principalmente en células
escamosas ya diferenciadas, esto es, en las capas in-
termedia y superficial del epitelio escamoso, en donde
ocurre una intensa actividad de replicacion del ADN viral,
con produccion de proteinas de la capside y ensamblaje
de nuevos viriones, los cuales producen cambios celu-
lares caracteristicos sobre las células infectadas. En un
estudio citologico el efecto citopatico observado incluye
acantosis, vacuolizacion citoplasmica prominente, atipia
nuclear y binucleacion.

En la infeccion de tipo latente, la infeccion ocurre
predominantemente en células inmaduras (células ba-
sales o células metaplasicas) del epitelio escamoso. El
ADN viral permanece dentro de la célula en forma circu-
lar libre (forma episomal) sin replicarse. No hay cambios
morfologicos identificables en la citologia, por lo que la
deteccion viral en este tipo de infecciones solo puede
hacerse por métodos moleculares.

Clasificacion clinico-patolégica del VPH

En la actualidad, se han descrito mas de 100 tipos de
VPH Cuyas manifestaciones clinicas incluyen un amplio
espectro de lesiones proliferativas en la piel y las mu-
cosas oral, laringea y del tracto anogenital.'®'® Al menos
veinte de los anteriores muestran tropismo por el tracto
anogenital.?!

De acuerdo al tropismo tisular y las diferentes ma-
nifestaciones clinicas del VPH, se han constituido tres
grupos clinico-patoldgicos: cutaneo, mucoso y el grupo
de la epidermodisplasia verruciforme, como se describen
en la Tabla 2.5:2022

De gran interés es el grupo con afinidad hacia las mu-
cosas, cuyo riesgo de progresion a cancer constituye dos
grupos: un grupo de riesgo bajo o no oncogénico que in-
cluye los tipos virales 6, 11, 42, 43 y 44 cuyas principales
manifestaciones clinicas son los condilomas acuminados
y lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LIEBG).%
En contraste, los virus de riesgo alto u oncogénicos, que

D AT Tipos virales Lesion producida
patoldgico
1,4 Verrugas plantares
248 2 2 ) 8 Verrugas vulgares
Grupo cutaneo 57, 60, 63, 65
3,10, 27 Verruga plana
7 Condiloma de Butcher
Grupo de la 5y8*
epidermodisplasia | 9,12, 14,15,17,19-25, Lesiones maculares
verruciforme 36, 37, 46-50
1332 Hiperplasia epitelial focal
' (Enfermedad de Heck)
LIEBG, Condiloma
6,11, acuminado, Papilomas
laringeo y conjuntival
Grupo -
-~ 42-44,53-55, 62, 66 Principalmente LIEBG
mucosotropico

16, 31, 33, 35, 62, LIEBG, LIEAG, carcinoma

58, 67 £Scamoso invasor
LIEBG, LIEAG,
18, 39, 45, 59, 68 carcinomas

€scamoso y glandular

* Tipos virales asociados a epidermodisplasia verruciforme con progre-
sion a carcinoma.

LIEBG - Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado.

LIEAG - Lesion intraepitelial escamosa de alto grado.

incluyen los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 67 y 68, se asocian a todo el espectro de lesiones
intraepiteliales invasoras, tanto del epitelio escamoso
como glandular.?2425 Los tipos seis y 11, del grupo de
bajo riesgo y los tipos oncogénicos 16 y 18, representan
dos terceras partes de todos los tipos de VPH asociados a
neoplasias anogenitales.

La prevalencia de la infeccion por VPH es muy variable
en diferentes poblaciones, pues el resultado depende de
muchas variables que incluyen la sensibilidad de la prue-
ba utilizada, estilo de vida (factores de riesgo) del grupo
estudiado, la presencia o ausencia de manifestaciones
clinicas y otros factores. La prevalencia en poblacion ge-
neral de 14 a 59 afos en Estados Unidos se ha informado
en 26.8%, el grupo de edad mas afectado es el de entre 20
y 24 afhos de edad con una prevalencia de 44.8%.%

Existen evidencias epidemioldgicas y moleculares de
la estrecha relacion del VPH en el desarrollo del carcino-
ma cervical y sus precursores. Se ha demostrado que mas
del 90% de los carcinomas cervicouterinos contienen ADN
de algln tipo de VPH.?-2 Se estima que aproximadamente
1% de la poblacion mundial padece de verrugas genitales
y que 4% de todas las mujeres tienen lesiones intraepite-
liales en el cérvix, en mujeres jovenes esta cifra es aln
mayor.23' Se ha calculado en forma conservadora la pre-
valencia del VPH en la poblacion general de los EUA en
15 a 20%,203334 esta cifra aumenta sorprendentemente
en cohortes de mujeres jovenes estudiadas con reaccion
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en cadena de la polimerasa (PCR) con valores que alcan-
zan hasta el 46%.3>3¢ En un estudio realizado en jovenes
universitarios mexicanos con dos o mas parejas sexua-
les, Sanchez-Aleman y colaboradores reportaron una
prevalencia de VPH del 14.4%. El curso de la infeccion
depende principalmente del tipo de VPH, asi como de la
edad de adquisicion y del estado inmune de la paciente.
Las mujeres menores de 35 afos son mas susceptibles de
adquirir infecciones genitales con virus oncogénicos que
en la mayoria de los casos desaparecen; en cambio, en las
mujeres mayores de 35 afos es mas comun la persistencia
de la lesion con cambios clinicos y morfoldgicos y con
mayor riesgo de progresion neoplasica.?>31-3338

El modelo de carcinogénesis inducida por el virus del
papiloma humano, se ha podido establecer con base en
evidencias epidemiologicas y moleculares.

Los productos génicos del VPH controlan estrecha-
mente la red de oncogenes y antioncogenes celulares que
regulan la proliferacion celular y la sintesis de ADN.2°

El virus infecta tanto las células basales como las pa-
rabasales o las células de reserva, las cuales tienen la
capacidad de dividirse y diferenciarse a epitelio escamo-
so, glandular o neuroendocrino. En el caso de las células
con diferenciacion escamosa la maduracion ocurre a
través del engrosamiento del epitelio, con cambios mo-
leculares previos a las alteraciones morfologicas. Si estas
células son infectadas por el VPH pueden ocurrir diferen-
tes secuencias de eventos.

El evento mas comun cuando las células basales mor-
fologicamente normales son infectadas por el VPH, es que
las mismas células inhiban la expresion de los genes virales
permitiendo la diferenciacion celular a expensas de la pér-
dida de su capacidad de dividirse. A ésta expresion se
le denomina “productiva” y afecta las células que ini-
cian su diferenciacion escamosa, en quienes las regiones
tempranas del virus permiten la expresion de todos los
genes virales con produccion de viriones completos (epi-
somal) justo debajo de la superficie. Morfologicamente,
esta lesion se identifica como una lesion de bajo grado
con células que muestran atipa coilocitotica, las cuales
usualmente regresan o se mantienen igual por largo tiem-
po. En las lesiones de bajo grado y en la mayoria de las
de alto grado el VPH es episomal y el gen E2 se encuentra
intacto*”* Por otra parte, las lesiones de alto grado se
encuentran asociadas a la infeccion por tipos de VPH de
riesgo alto, aunque no exclusivamente.

Los responsables de la pérdida del control de la
proliferacion celular son los genes virales transforman-
tes E6/E7. Estudios realizados en cultivo de células han
demostrado que los genes transformantes E6/E7 son
complementarios y cuando sélo uno se expresa, su poder
transformante es muy débil. Estos genes se expresan con
mayor frecuencia en los tipos virales de riesgo alto como
16 y 18 y su expresion no se observa en los de riesgo bajo
como seis y 11,44

Si se toma en cuenta la baja frecuencia de las lesio-
nes de alto grado en comparacion con las de bajo grado,
podria concluirse que sélo en la minoria de los casos el

efecto que producen los genes E6/E7 es eficiente para
producir un fenotipo inmortal o transformado.>

La sobreexpresion de los genes transformantes pue-
de ser consecuencia de la pérdida del gen viral E2, cuya
funcion es la produccion de proteinas reguladoras de la
transcripcion de las regiones tempranas del virus, que
a su vez reprimen la transcripcion de los genes E6/E7.
En las lesiones de bajo grado y en la mayor parte de las
de alto grado el VPH se encuentra en su forma episo-
mal y el E2 esta intacto. Sin embargo, en mas del 90%
de los carcinomas el VPH esta integrado en el ADN de la
célula huésped, la integracion interrumpe los sitios de
lectura de los genes E2/E1 pero deja intactos E6/E7,
liberandolos de la regulacion y permitiendo su expre-
sion. Cuando la expresion de estos genes ocurre en la
poblacion de células que aun pueden dividirse, da como
consecuencia el inicio de la proliferacion celular a través
del epitelio, que se traduce en una maduracion escamosa
desorganizada, con sobrecrecimiento de células basales.
Estos cambios son interpretados morfolégicamente como
una lesion epitelial de alto grado.

Couturier y colaboradores han encontrado secuencias
integradas de VPH cerca de los oncogenes c-myc, n-myc
y c-Ha-ras del genoma humano,’' la interrupcion de la
secuencia reguladora de estos oncogenes podria liberar
la expresion de las proteinas E6/E7.

Por otra parte, la oncoproteina E6 del VPH 16 se une a
la p53 y esta union produce la degradacion de la proteina
p53, proteina que es un importante represor o controla-
dor del crecimiento y diferenciacion celular en parte por
estimulacion de las proteinas p21y p16,°>**y la proteina
E7 parece impedir la regulacion del crecimiento celular
mediante una union competitiva con la ciclina A1, la pro-
teina p107 y con la proteina del retinoblastoma (pRb),
que regulan la progresion de las células desde la fase G, a
la fase S.%2 Esto causa una importante pérdida del control
de la proliferacion celular y da como resultado una proli-
feracion no controlada. En neoplasias malignas, como el
melanoma, o el linfoma cutaneo de células de tipo mi-
cosis fungoides que no contienen VPH se han encontrado
mutaciones puntuales en la p53 y en el gen Rb.>?

Factores adicionales asociados a CACU

La secuencia de los eventos anteriormente descritos es
insuficiente para explicar los escasos casos en los que el
genoma del VPH no se encuentra integrado al genoma
celular y seguramente tiene relacion con otros factores de
riesgo como el tabaquismo, otros virus, mutaciones
genéticas al azar, entre otros. Estos factores actian como
inductores de inestabilidad cromosdmica con desarrollo
de aneuploidia en el sitio especifico en el que el VPH se
integra al genoma, con pérdida de los signos que regulan
la expresion de E6/E7. Por otra parte las células basales
derivadas de la sobreexpresion de E6/E7 tienen mayor
predisposicion a la adquisicion de errores genéticos
adicionales, como las mutaciones puntuales. Probable-
mente los mutagenos externos o la predisposicion genética
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del huésped promueven el desarrollo de un fenotipo
maligno.?

La inmunologia también contribuye para explicar el
carcinoma de cérvix como un proceso multifactorial. Una
supresion inmunoldgica selectiva permite el desarrollo
de neoplasias, tanto por predisposicion a la infeccion
con virus oncogénicos como por el escape de las células
neoplasicas a los mecanismos reguladores del huésped.
Esto queda demostrado por la evidencia epidemioldgica
de que la infeccion cronica por VPH es mas frecuente
en individuos inmunosuprimidos y que los condilomas
que desarrollan tienden a ser mas grandes, multicéntri-
cos y refractarios a tratamiento. Por otra parte, ciertos
agentes terapéuticos como la azatioprina, los corticoes-
teroides y los agentes alquilantes potencian ain mas el
compromiso del sistema inmune. Al respecto se ha visto
que las pacientes con trasplante renal tienen un incre-
mento en el riesgo relativo para desarrollar cancer de
cérvix (5.4 veces mas que la poblacion general). Estu-
dios publicados en pacientes con SIDA han demostrado
un aumento en la frecuencia de lesiones intraepiteliales;
Sun y colaboradores en un estudio realizado en Nueva
York, encontraron que 56% de las pacientes seropositi-
vas para VIH tenian infeccion por VPH, contra 31% de las
seronegativas, con una prevalencia acumulada de 83% y
62% respectivamente, por otra parte la persistencia de
las lesiones intraepiteliales fue de 24% en el primer grupo
y de 4% en el segundo.> El tipo de VPH asociado con ma-
yor frecuencia, fue el 16. En una poblacion de pacientes
con artritis reumatoide (AR) también se corroboré esta
asociacion, tal como lo revela el estudio de Flores y cola-
boradores,* realizado en el Hospital Universitario Dr. José
Eleuterio Gonzalez, quienes demostraron que las pacien-
tes con artritis reumatoide (AR) tenian mayor frecuencia
en la infeccion por VPH, en comparacion con poblacion
pareada sin AR (48% vs. 22% en poblacion sana). En la
poblacion con AR, los tipos de VPH prevalentes fueron el
59y 83.%

Por otra parte, Delmas y colaboradores demostraron
que la prevalencia y la incidencia de lesiones intraepite-
liales en las pacientes con VIH es dos veces mayor en las
pacientes que tenian cuentas de linfocitos CD4+ meno-
res a 2 x 108 y que ademas no respondian al tratamiento
cuando no habian sido tratadas previamente con antire-
trovirales.3®>

En 1988 se implemento el Sistema Bethesda, el cual
se utiliza para clasificar las diversas caracteristicas repor-
tadas en la citologia del cérvix uterino. Esta clasificacion
ubica las lesiones intraepiteliales del cérvix uterino:
lesiones de bajo grado y de alto grado, segun su ries-
go para el desarrollo de carcinoma invasor del cérvix;
de esto se considera que desde el punto de vista mor-
fologico, la mayor importancia radica en identificar las
lesiones mediante los criterios establecidos, como bajo
grado (displasia leve y condiloma), y alto grado (displasia
moderada, severa y carcinoma in situ) y que no existe
evidencia justificada para intentar clasificar las lesiones
en todo el espectro de las displasias.°

Por otra parte es importante interrelacionar
cambios morfoldgicos que ocurren en el epitelio y que
observamos con microscopia convencional con los cam-
bios moleculares que han sufrido las células infectadas,
ejemplo de esto son:

« Crecimiento nuclear e hipercromasia como resultado
directo de la sintesis del ADN del huésped, mediada
por la activacion de los genes virales E6/E7.

« Aumento en la relacion nlcleo-citoplasma a causa
de una sintesis anormal del ADN del huésped me-
diada por E6/E7.

« Halos perinucleares producidos por una forma
anormal de citoqueratina regulada por la expre-
sion del gen E4 del VPH.

El proceso de la integracion y expresion de los onco-
genes virales puede darse también en forma incompleta,
entonces las células provenientes de la superficie tendrian
un crecimiento nuclear menos importante y que pueden
ser el equivalente de las células escamosas atipicas de
significado no determinado, denominadas como ASCUS
por sus siglas en inglés. Por lo contrario, si el proceso se
desarrolla en forma completa, las células del epitelio es-
camoso son identificadas morfolégicamente como lesion
de bajo grado.?® A pesar de que los citopatologos diferen-
cian morfolégicamente la lesion por VPH de la displasia
leve, esto sblo representa una variacion temporal dentro
del ciclo de vida de las lesiones de bajo grado.

El modelo de neoplasia cervical escamosa no explica
del todo la secuencia de eventos de las neoplasias glan-
dulares y neuroendocrinas dentro del epitelio, ya que
las células de reserva destinadas a una diferenciacion
glandular pierden el ambiente apropiado para la dife-
renciacion escamosa y no pueden producir viriones y el
ciclo de vida del virus requiere de dicha diferenciacion;
la infeccion viral en células destinadas a la diferenciacion
glandular debe sufrir un proceso abortivo o ser latente
en células endocervicales morfolégicamente normales,
ya que estas células no son permisivas para la replicacion
viral.®' Esto podria explicar en parte que las lesiones glan-
dulares sean menos frecuentes que las escamosas. El VPH
18 parece tener mas éxito en inducir cambios glandula-
res que otros tipos de VPH, probablemente porque tiene
mayor facilidad para integrarse en el genoma humano y
también porque parece tener mayor predisposicion a in-
tegrarse a células que van a diferenciarse hacia otro tipo
de epitelio.>*©0.62,63

Segln Riethdorf la proteina p16, que normalmente
funciona como un supresor tumoral asociado a la quina-
sa dependiente de ciclina, se encuentra aumentada en
las lesiones glandulares y escamosas malignas o prema-
lignas y no en las lesiones glandulares benignas, por una
relacion con la produccion de las oncoproteinas virales E6/
E7 del VPH 16, de tal manera que la proteina p16 pudiera
ser utilizada como un marcador en las técnicas de inmuno-
histoquimica para diferenciar lesiones glandulares malignas
de lesiones glandulares que semejan esta lesion como
la metaplasia tubarica, la hiperplasia microglandular y la en-
dometriosis.*
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Figura 1. Fases de la Captura de Hibridos 2. De izquierda a derecha: Desnaturalizacion del ADN, Hibridacion, Captura, y Amplifi-

cacion del ADN.

Hibridacion
60 min.

Desnaturalizacion
45 min.

Captura
60 min.

Deteccion
60 min.

Lectura después de
15 min.

Diagnostico de la infeccion por VPH por
medio de la tecnologia del ADN

Las caracteristicas histologicas sugestivas de infeccion
por VPH son un predictor extremadamente pobre de la
deteccion de ADN.®

Los miembros de la familia VPH no se pueden culti-
var in vitro; por lo tanto la deteccion de VPH depende
estrictamente de analisis moleculares de la secuencia de
ADN del virus.® Las pruebas para el diagnostico de VPH de
alto riesgo se han propuesto como métodos de estratifi-
cacion de mujeres con anormalidades de leve a limitrofe
hallados en los frotis de Papanicolaou en programas de
tamizaje convencionales®”¢¢ y como suplemento o posi-
ble reemplazo de la citologia como prueba primaria de
tamizaje.s®%

Existen varias técnicas moleculares suficientemente
sensibles y confiables para la deteccion del VPH, tales
como la hibridacion in situ, que implica el empleo de son-
das para detectar secuencias especificas de ADN,”° ademas
de la visualizacion de los nucleos tefidos infectados por
el VPH, bajo vision microscopica. Desafortunadamente,
este Ultimo método es relativamente inexacto y ha sido
superado por métodos bioldgicos moleculares, tales como
la reaccion en cadena de la polimerasa, el Southern Blot
y la captura de hibridos.”

Metodologia de las pruebas de deteccion
de VPH

Hay esencialmente tres tipos de métodos de hibridacion
de acidos nucléicos usados para detectar el VPH: las
sondas directas de acidos nucléicos (Southern Blot), mé-
todos de amplificacion de blanco (reaccion en cadena de
la polimerasa) y la amplificacion de la senal de hibrida-
cion (Captura de hibridos). Tales métodos diagndsticos se
explican detalladamente en otras obras.®®’® La captura
de hibridos (Figura 1) es un método altamente especifico
para el diagnostico de infeccion por VPH tanto de alto
como de bajo riesgo, y ha sido utilizado como método de

tamizaje en poblaciones de bajo y alto riesgo, ademas
como método de control en estudios de vacunas contra la
infeccion del VPH.7*8

En nuestro medio se han puesto en practica métodos
como la PCR con el fin de determinar la prevalencia de
infeccion por VPH de bajo y alto riesgo en diversas pobla-
ciones. Ramirez Aguilera y colaboradores informaron que
la prevalencia de infeccion por VPH fue de 4.39%, en un
grupo de pacientes clinicamente sanas y con resultado
de citologia cervical normal. En el subgrupo de pacien-
tes positivas, se encontré que en 0.55% el tipo de VPH
detectado fue 58 y 0.55% fue tipo 66, los cuales son tipos
virales de alto riesgo.®

Conclusiones

El virus de papiloma humano tiene un tropismo por los epi-
telios y algunos tipos son potencialmente carcinogénicos.
La infeccion por el virus del papiloma humano, es un im-
portante problema de salud pUblica en nuestro pais, para
el cual se ha identificado a la poblacion con claros facto-
res de riesgo hacia quienes se dirigen todos los esfuerzos
de prevencion y diagnostico temprano. Sin embargo,
existe una gran cantidad de mujeres, la mayoria de ellas
asintomaticas, que al no reconocerse en riesgo quedan
desprotegidas de los programas preventivos. Es necesario
intensificar las campanas de educacion y los estudios de
tamizaje en estos grupos de pacientes de aparente bajo
riesgo, con el fin de hacer diagndsticos tempranos, trata-
mientos menos agresivos y mas efectivos.
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