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CONOCIMIENTOS BASICOS SOBRE EL VIRUS PAPILOMA
HUMANO

Los papillomavirus tienen un tamafo de 50 nm con una estructura
icosaedrica compuesta por 72 capsomeros formados mayoritariamente
por la proteina L1 y posee un genoma de acido dexosidoribonucleico (
ADN) . Aunque su estructura es similar a la de los poliomavirus , han
sido erroneamente clasificados dentro de la familia Papovaviridae.
Ambos géneros son funcionalmente distintos y por ello se han dividido

en dos familias diferentes.



Existen muchas divisiones dentro del género papillomavirus , con
diferentes animales especie especifica como hospedador para varios
subgrupos. El virus de papiloma humano ( VPH ) comprende un gran
subgrupo con mas de 100 tipos denominados tipos clasificados por
homologia gendmica algunos de los cuales tienen potencial
carcinogénico y otros causan usualmente lesiones epiteliales no
malignas ' . Estos virus son dificiles de cultivar rutinariamente en el
laboratorio . Las pruebas serologicas experimentales no han
demostrado ser lo suficientemente sensibles y especificas para

emplearse como sistemas de deteccién 6 uso clinico 2

El Virus Papiloma Humano (VPH) es un virus transmitido
sexualmente que ha sido estudiado principalemente como un agente
biolégico capaz de modificar el creciminto y diferenciacién celular y
como factor de riesgo epidemiolégico de cancer cervical.™ La
infeccion por VPH es la infeccidn de transmisién sexual viral mas
prevalente a nivel mundial, se estima que infecta 1 millén de
personas cada afno, la data revela que en los Estados Unidos
aproximadamente el 1% de los adultos sexualmente activos
presentan clinicamente verrugas genitales visibles y el 15% revelan
infeccidn subclinica 6 latente. Desde Julio de 1995, 77 genotipos
diferentes de VPH han sido identificados y el numero esta

continuamente expandiéndose con mas de 100 tipos.>* Mas de



veintiocho genotipos infectan el epitelio mucosal y la gran mayoria se
han detectado en la mucosa del tracto anogenital, asociados a
lesiones benignas y malignas y a pesar de que la mayoria de las
lesiones asociadas al este agente parecen ser benignas y algunas
desaparecen espontaneamente, ciertos papilomas cutaneos y
mucosales estan implicados en lesiones malignas que pueden

desarrollarse en carcinomas in situ. >*"®

. Los tipos anogenitales de
VPH se han dividido en dos clases, en base a la capacidad de
transformacioén celular: virus de bajo y alto riesgo de oncogenicidad.
Los de bajo riesgo de oncogenicidad incluyen principalmente los
tipos 6 y 11 detectados en la mayoria de los casos de condiloma
acuminado, pero rara vez se asocian con lesiones neoplasicas
intraepiteliales del cérvix (NIC) 6 con cancer cervical; la categoria
de alto riesgo oncdgenico incluye tipos como el VPH 16, 18 y 33 que
estan asociados a lesiones NIC y cancer cervical. Existen un grupo
de genotipos (26, 30, 31, 35, 39, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
61, 64, y 68) que son considerados de riesgo medio y que a menudo
se encuentran en lesiones NIC pero rara vez en cancer cérvical.’
Existe una alta prevalencia de infecciones genitales (20% a 40%) en
grupos etareos con actividad sexual activa y de estas del 80 al 90%
se mantienen no evidentes desde el punto de vista clinico
contribuyendo a la diseminacién viral®*® . La prevalencia de la
infeccion con VPH en el cérvix ha sido variablemente definida en
estudios epidemioldgicos por medio de la evidencia clinica de
verrugas, lesiones visualizadas colposcopicamente 6 por cambios
citolégicos e histopatologicos que sugieren una infeccion por VPH.

Las pruebas de ADN para el VPH brindan la objetividad requerida



para aclarar aspectos dificiles de tratamiento en pacientes que
requieren vigilancia en la evolucion de la enfermedad, que presentan
anomalia citolégicas de bajo grado (ASCUS y LSIL), asi como frotis
de Papanicolaou no correlacionados, y para la valoracion de lesiones
no diagnosticadas en la porcion inferior del aparato genital y
aseguramiento de la calidad de estudios citoldgicos e histologicos.® '
Los sistemas de amplificacion de ADN actualmente se aplican para la
deteccidn de agentes infecciosos, pues permiten identificar un
numero pequefio de microorganismos con una altisima especificidad
11

La técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una
de las técnicas moleculares que con mayor frecuencia se utiliza en el
area de diagnostico e investigacion, la cual consiste en la repeticion
ciclica de las tres etapas de amplificacion del ADN blanco,
desnaturalizacion, hibridacion y extensién para finalmente obtener
millones de fragmentos del genoma que se desea estudiar’ .La PCR
es una de las técnicas moleculares que con mayor frecuencia es
utilizada para detectar el ADN viral del VPH en células
cervicovaginales permitiendo conocer de esta manera la prevalencia
de la infeccion en mujeres citolégicamente normales y en aquellas
con enfermedades (displasia 6 cancer). A través de estos métodos
se ha hecho evidente que el ADN del VPH constituye el factor de
riesgo mas significativo para el desarrollo de estas enfermedades; de
igual forma se ha demostrado la presencia del ADN viral en mujeres
citolégicamente normales, la mayoria de las investigaciones arrojan
porcentajes de prevalencia entre 10% y 35%, la variabilidad de estos

estudios esta relacionado al método de deteccion utilizado y a la



edad y caracteristicas de la poblacién' .Al considerar la alta
prevalencia de la infeccidén por VPH en la poblacién general y la
convincente relacion que existe entre este y el desarrollo de cancer
cervicouterino es de interés en este estudio aplicar el uso de la
técnica de PCR con el fin de cumplir los siguientes objetivos:

1. Identificar el genoma del Virus Papiloma Humano en células
cervico-vaginales a través de la técnica de PCR

2. Estimar la prevalencia de la infeccién.

3. Determinar la prevalencia y la variabilidad de genotipos circulantes
en nuestra poblacion.

4. Relacionar el genotipo de VPH con el tipo de lesiones genitales.

La deteccion y tipificacion del VPH se ha convertido en los ultimos afios en
una herramienta importante y necesaria la cual el clinico utiliza para
esclarecer y determinar si los cambios neoplasicos del cerviz en
determinados casos pudiesen estar relacionados etiolégicamente a este
agente, y de esta manera definir las conductas terapéuticas y de control en
los casos que se identifique la presencia del virus.

Las tasas de prevalencia de la infeccidon por VPH son dificiles de
determinar ya que varian substancialmente debido a la variabilidad de
métodos moleculares y a las caracteristicas de la poblacion estudiada. En
los paises Occidentales la prevalencia del VPH por PCR esta entre el 10%
y 25%, estas tasas son aun mas altas en la poblacion joven sexualmente

activa donde se reporta un 40% a 65%.°



A pesar que las metodologias varian entre un estudio y otro los resultados
en general convergen con los de este estudio y demuestran que en la
poblacion general la mayor prevalencia de las infecciones por VPH son
producidas por genotipos de alto riesgo oncogénico. En diversas
publicaciones se reportan infecciones mixtas por VPH (infecciones con mas
de un genotipo de VPH) , donde prevalecen los genotipos de alto riesgo
oncogénico, la mayoria de estos estudios demuestran 6 infieren que la
razén de éstos casos, esta en la posibilidad de infecciones repetidas por la
existencia de multiples companeros sexuales, sin embargo en nuestro
estudio la gran mayoria de las pacientes afirmaron ser monégamas por lo
qgue se considera que en los casos detectados de infecciones mixtas este
estudio podria estar involucrado la promiscuidad de la pareja. Para
comprobar esta hipétesis se deberia realizar un estudio minucioso donde
involucre el analisis del comportamiento sexual del paciente y su pareja, en
los casos que la tenga.

Por otro lado, es importante senalar que la positividad de VPH en la
poblacion estudiada declinaba al mismo tiempo que aumentaba la edad de
la paciente, presumiblemente esto puede ser debido al cambio en el
comportamiento sexual, disminuyendo la frecuencia sexual y el numero de
companeros sexuales. Seria importante realizar estudios prospectivos en
una poblacién femenina sana donde se detecte la infeccion por VPH
relacionando esta, con factores de riesgo como la actividad sexual, entre
otros.

Los datos del presente estudio demostraron una prevalencia significativa
de infeccién por VPH en mujeres con lesiones preinvasivas del cuello
uterino, indicando una correlacion directa entre la infeccion con VPH de

alto riesgo y el desarrollo de este tipo de lesiones, por otra parte se pudo



conocer la prevalencia y variabilidad de los genotipos de VPH que
circulan en nuestra poblacion, logrando obtener una vision epidemioldgica
general de este tipo de infeccion viral en nuestra poblacidn femenina, sin
embargo se hace necesario un estudio epidemiolégico mas amplio donde
se incluyan un mayor numero de pacientes y el analisis de diversos
factores relacionados a este tipo de infeccion.

Cada afio se detectan 3.000 casos nuevos de cancer de cuello uterino
en mujeres en edades comprendidas entre 25 y 64 afos. La afeccién
ademas de ser la mas frecuente, es la primera causa de muerte
oncoldgica en las mujeres venezolanas.

Estudios epidemioldgicos realizados en paises desarrollados y en vias
de desarrollo presentan indicios que los virus genotipo especifico de
VPH estan asociados a la patogénesis de lesiones itraepiteliales
escamosas ( LIE) y al cancer invasor cervicouterino. Igualmente se ha
demostrado que la progresion de LIE a cancer invasivo suele estar
asociada a la infeccion viral persistente por VPH.

Algunas de las pacientes infectadas por VPH no desarrollan cancer
cervical aun cuando se encuentran infectadas por uno 6 mas tipos
oncogénicos ; sugiriendo que se requieren eventos adicionales para la
transformacién neoplasica . Se han propuesto que uno de los factores
importantes que propician la progresion es la persistencia de la

infeccidn y la habilidad que posee el virus de expresar determinados
genes por tiempo prolongado, independientemente de que la infeccion

tenga manifestaciones clinicas 6 subclinicas .



ESTUDIOS DE GENOTIPIFICACION DE VPH Y SU ASOCIACION
CON LESIONES INTRAEPITELIALES POBLACION JUVENIL EN
VENEZUELA

Actualmente existen en Venezuela varios grupos de investigacion,
servicios publicos y privados en donde es posible realizar las pruebas
de biologia molecular para la deteccion y genotipificacién del virus del
papiloma humano en diferentes entidades como lo son: ginecoldgicas ,
bucal y piel .

Mediante el esfuerzo de los distintos grupos se ha podido establecer
en diferentes zonas del pais la prevalencia de la infeccion en la
poblacion femenina. Correnti y col . ( 2001 )™ estudiaron 1046 mujeres
y reportan una prevalencia de VPH variable en la zona Oriental : 85
% ; zona Occidental : 40 % y area metropolitana : 67 % . En un
analisis de la poblacion femenina estudiada se observé una alta
prevalencia de VPH de alto riesgo oncogénico ( 70 % ) asociados a
lesiones de LIEbg y LIEag; un hallazgo, importante fue la observacion
de un 45 % de muestras positivas para VPH de genotipos de alto
riesgo oncogenico y citologia normal. . El genotipo de mayor
circulacion en Venezuela es el VPH del tipo 16 , el cual es uno de los
genotipos con mayor potencial oncogénico .

El grupo de investigacion ha estudiado 120 pacientes seleccionadas
de servicios de salud privados, a las cuales se les pudo realizar todos
los examenes de biologia molecular , colposcopia e histopatologia ( la
edad promedio fue de 24 anos) , distribuidas en los siguientes grupos :

Grupo | : pacientes con cambios morfolégicos sugestivos de infeccion



por VPH y/o pacientes sin alteraciones clinico patolégicas en quienes
la presencia de lesiones en su pareja condujo al estudio de la
deteccidn vy tipificacion viral ; Grupo Il ; pacientes con lesiones intra
epiteliales escamosas de bajo grado ; Grupo lll ; pacientes con
lesiones intra epiteliales escamosas de alto grado .Todas las muestras
fueron analizadas mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) , empleando oligonucledtidos cebadores consenso mediante los
cuales se puede detectar la mayoria de los tipos de VPH ; el material
de amplificacién tiene un peso molecular de 450 pb y puede ser
visualizado en un gel de agarosa al 1 % tefido con bromuro de etidio (
Foto No. 1) . Ademas los resultados fueron corroborados mediante la
metodologia de Hibrido de captura ( Unica prueba aprobada por el
FDA- USA para la genaotipificacion de VPH )

Carril 1 C- Control negativo

Carril 2 MM Marcador de peso molecular
( lambda leader 100 pb)

Carril 3 HelLa ADN del control positivo
Para VPH

Carril4,6,7,8

P1, P3, P4,P5 :Pacientes positivos para VPH

Carril 3
P2 : paciente negativo

Banda de 450 pb : presencia de genoma viral

L~ MM Pala P1 F2




En el grupo de pacientes estudiados se observd que el 66.6 % de los
pacientes presentaron genoma viral. El analisis de tipificacion viral en
las muestras PCR positivos, mostré que el 45 % presentaron VPH de
alto riesgo oncogénico , 26. 6 % con infeccién mixta, 5 % presentaron
VPH de bajo riesgo oncogénico y el 23.40 % de las muestras fueron
no tipificables . En la tabla | se observa que existe una menor
frecuencia de VPH de alto riesgo oncogénico en las pacientes sin
cambios morfologicos sugestivos de VPH en la citologia (23.3 % ) con
respecto al grupo de pacientes con LIEbg y LIE ag ( 56.25 % y 50 %
respectivamente) , siendo las diferencias estadisticamente
significativas (p< 0.00001).

Tabla |

Pruebas de GRUPOS DE PACIENTES
Biologia

Molecular

Sin cambios LIE de bajo LIE de alto

morfoldgicos grado grado
sugestivos de (NIC 1) (NIC 1)
VPH

PCR+ AR+ 7 (23.3%) 45 (56.25% ) 5 (50.0%)
PCR+ BR+ 1 (3.3 %) 3 (3.75% ) 0 (0.0 %)
PCR+ AB - 4 (13.3%) 12 (15 %) 3 (30% )




PCR - 18(60.0%) 20 (25 %) 2 (20% )
TOTAL=120 N=18 N = 80 N =10

En un esfuerzo conjunto que se realiza entre la Organizacién de
Bienestar Estudiantil de la Universidad Central de Venezuela , el
Vicerrectorado Académico — UCV, Instituto de Oncologia y
Hematologia del Ministerio de Salud y Desarrollo Social , Instituto de
Biomedicina (Caracas ) y FONACIT , se ha establecido desde 1996
un programa de atencion a los estudiantes de UCV en el area de
ginecologia e urologia para la deteccion de VPH y su asociacion con
lesiones intraepiteliales del tracto genital femenino y masculino . En
este estudio se han atendido aproximadamente 2.259 estudiantes en
el servicio de Obstetricia y Ginecologia de la Organizacién de
Bienestar Estudiantil (OBE) - UCV y en esta poblacion se
seleccionaron 107 pacientes que presentaron un diagnostico clinico e
histopatoldgico de lesiones sugestivas de VPH y/o NIC I, II, Ill. La
edad promedio fue de 25 anos (rango de 16 — 35 afnos).

En la poblacion estudiada, se observo que el 60,75% de las
pacientes (65/107) presento el genoma viral. La infeccion viral se
detectd en el 59% (41/70) de las muestras cervicales y 65% (24/37)
de las muestras vulvares; la diferencia no fueron estadisticamente

significativa .

En las muestras de cervix positivos para VPH, el 80,5% (33/41)
fueron VPH- AR; el 2,5% (1/41) correspondio a VPH- BRy el 17%
(7/41) no fue tipificable. En vulva el 75% (18/24) se relacioné a VPH-



AR, mientras que en el 8,33% (2/24) se evidenci6é VPH- BR; en el
16,67% (4/24) no se identifico el tipo viral.

En relacion al estudio Histopatoldgico se observo: en cervix, el
64,28% (45/70) de las pacientes presentaron cambios sujestivos por
VPH; 28,57% (20/70) NIC I; 5,72% (4/70) NICII; 1,43% (1/70) NICIII.
En vulva se evidencio en el 89,19% (33/37) infeccion por VPH,

mientras que el 10,81% (4/37) correspondié a NIV I. .

Se observd, que las pacientes con diagnostico de cambios sujestivos
por VPH presentaron virus de alto riesgo en un 81% (17/21) en las
muestras cervicales 'y 77% (17/22) en las muestras de vulva. En las
lesiones de NIC Il 'y NIC Ill, la tipificacion correspondié en su totalidad

a la presencia de virus de papiloma de alto riesgo oncogénico.

En relaciéon a los hallazgos colposcoépicos, se encontré que el Epitelio
Blanco al Acético (EBA) fue la atipia mas frecuente, representando el
67,14% (47/70) y detectandose el genoma viral en el 57,44% (27/47)
de estas pacientes. En vulva, el condiloma fue la lesidn colposcépica
mas relevante (83,7%;31/37), demostrandose la infeccion viral en el

64,51% (20/31). (Graficos 1y 2).



GRAFICO No. 1
ASOCIACION DE LOS TIPOS DE VPH Y LOS
HALLASGOS COLPOSCOPICOS EN CERVIX
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GRAFICO No. 2
ASOCIACION DE LOS TIPOS DE VPH Y LOS
HALLASGOS COLPOSCOPICOS EN VULVA
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En este mismo estudio se han analizado 42 parejas sexuales
mediante la toma de citologias uretrales y de pene en los jovenes
masculinos y 42 muestras cervicales de las jovenes. La presencia de
genoma viral fue detectada en el 62 % de las muestras femeninas y 58
% en las muestras masculinas ( p>0.001,n.s.).En el analisis de las
parejas sexuales se encontréo VPH en el 58 % de las muestras

apareadas estudiadas. En las jovenes fueron detectados VPH-AR en



el 81 % de las muestras y un 75 % en los jévenes. En todos los casos
analizados el tipo de VPH era el mismo en la pareja sexual.

Los resultados anteriores senalan la importancia del estudio de la
infeccidn no solamente en las mujeres sino que este tipo de
enfermedad se ha convertido en un problema que no discrimina entre
hombre y mujer, ademas usualmente en el sexo masculino no se
presentan sintomas y lesiones visibles pero son portadores del virus

de papiloma humano .

IMPORTANCIA DE LAS TECNICAS DE DIAGNOSTICO Y
GENOTIPIFICACION DE VPH

El método convencional para la pesquisa de cancer cervicouterina ha
sido la citologia cervico-vaginal y su interpretacion se basa en la
clasificacion de Papanicolaou. Una evaluacién anual de manera
optima permitiria prevenir hasta un 70 % de las neoplasias cervicales.
Sin embargo , el método tiene limitaciones importantes entre las
cuales se encuentra el impedimento de una automatizacion completa
de la técnica , variaciones constante para mejorar su sensibilidad y la
sobre valoracion de los hallazgos citoloégicos , sobre todo en las
evaluaciones de los cambios morfolégicos , aunado a que la citologia
unicamente permite sugerir la presencia de una infeccion por VPH
pero hasta ahora no es posible hacer la deteccion certera del virus
indicar si hay infeccion mixta viral y los genotipos correspondientes .
Lo anterior ha conllevado a : 1. Diagndstico de cambios atipicos

ambiguos que no pueden ser confirmados; 2. tratamientos excesivos



por Papanicolaou dudosos y 3. manejo inadecuado de pacientes con
lesiones cervicales cuyo Papanicolaou fue negativo.

La clasificacidon de Papanicolaou no comunica de manera totalmente
confiable la informacién de relevancia clinica, ademas que no se
corresponde con los puntos de vista actuales de las lesiones
preinvasoras , la distribucion de VPHSs y las pautas vigentes del
manejo clinico . Lo anterior condujo a una nueva clasificacién
citologica : Sistema Bethesda ; en sustitucidon de la clasificacion de
Papanicolaou. Esta clasificacion incluye dos subgrupos designados
como Lesiones intraepiteliales de bajo grado (LIEbg) y lesiones
intraepiteliales de alto grado ( LIEag) para clasificar las lesiones
escamosas preinvasoras .

En base a los estudios clinico-patolégicos y moleculares se conoce
que la infeccion viral pasa por un continuum morfolégico : LIEbg ( VPH
y-0 NIC 1) infeccién activa producida por algunos de los tipos de VPH
frecuentemente asociados al tracto genital femenino y LIEag ( NIC Il —
NIC Il ) asociado a genotipos restringidos de VPHs , usualmente VPH
16 y VPH 18 . Usualmente , las LIEbg regresan 6 persisten , mientras
que la mayoria de los LIEag progresan a neoplasia cervical .Por lo
tanto , el sistema de Bethesda aunado a las técnicas de biologia
molecular permiten un mejor analisis de los aspectos morfologicos de
las lesiones preinvasoras y los conocimientos actuales de la infeccion
por VPH, le trasmite al clinico sospechar el potencial oncogénico de
los mismos . La utilizacidn de las técnicas de biologia molecular
contribuye a detectar la presencia del genoma viral en material de
citologia y biopsias aun si la infeccion es oculta 6 el numero de

particulas virales es bajo.



TIPOS DE PRUEBAS MOLECULARES BASADAS EN SONDAS DE
ACIDOS NUCLEICOS

Las pruebas basadas en sondas pueden dividirse en tres grandes
grupos : 1.- pruebas sin amplificacion . 2.- pruebas con la secuencia
diana amplificada . 3.- pruebas con sefales quimicas de visualizacién
amplificada . En la tabla No. 1 se sefialan las pruebas moleculares

mas importantes
Tabla No. 1

Pruebas moleculares para la deteccién de secuencias de ADN y/o
ARN

Categoria Molecular Pruebas

Amplificacion de

secuencias

Reaccion en cadena de la polimerasa
(RCP)

Reaccion en cadena de la Ligasa
(RCL)

Amplificacién de la secuencia de acido
nucleico ( NASBA)

Amplificacion de la senial
Sistema del Hibrido de captura ( SHC )

ADN Ramificado ( ADNb )




Southern Blot ( SB )*
Dot blot (DT ) *
Hibridacion in situ sobre filtro ( HISF )

Hibridacién in situ en muestras biologicas
(HIS)

Sin amplificacion de Southern Blot reverso * ( SBR)

secuencias Northern Blot * ( NB )

*Se ha colocado el nombre en inglés para un mejor entendimiento en

el texto

La técnica de ISH unicamente detecta VPH en células y esta al mismo
nivel del Papanicolaou. Algunas infecciones latentes de VPH se

muestran a mayores niveles

El eje de las y representa el total del numero de genomas en una
muestras cervicales de aproximadamente 500.000 células. Esta
demostrado que en una muestra citolégica puede haber entre 50.000
a 5 millones de células. Este fendbmeno produce una gran variacion
entre los diferentes métodos de diagndstico e introduce una

variabilidad impredecible. La forma del grafico en cada una de las



entidades sugiere la distribucion de los niveles de VPH en las
categorias . Por ejemplo , el ensanchamiento de la forma
correspondiente a al grupo LIE representa el hecho que muchos LIEs
tienen un alta carga viral de VPH y por lo tanto puede ser detectada
en forma confiable por FISH y SBR, los que tiene baja carga viral
pueden ser analizados unicamente por técnicas muy sensibles. La
infeccion latente de VPH es 10 veces mas comun y detectable por
RCP que el diagnéstico de LIE, pero este rango varia en la medida
que las pruebas son mas sensibles. En general en poblaciéon femenina
joven el 50 % de las muestras presentan infeccion latente de VPH
analizada por RCP pero la prevalencia declina con la edad . Las
muestras diagnosticadas como cancer y carcinoma in situ tienen
menor numero de copias de ADN-VPH que los LIEs, y alrededor del 5
% de las muestras son negativas aun por RCP ultrasensible , el cual

es capaza de detectar hasta 10 copias de ADN-VPH .

Los falsos VPH se encuentran asociados por fallas metodologicas y
contaminacion en el procesamiento de las muestras , particularmente
cuando se emplean técnicas de alta sensibilidad como el RCP ultra
cuantitativa y RCP simple , de aqui la importancia de estructurar
laboratorios de biologia molecular con las pautas correctas para la
infraestructura y funcionamiento .En la figura No. 1 se observa la
deteccion por RCP de muestras clinicas empleando los iniciadores
universales de la region L1 y L2 viral , los cuales permiten detectar la
presencia de VPH mas no su genaotipo . El genotipo puede ser
realizado posteriormente por una nueva RCP con iniciadores
especificos para los genotipos mas importantes como el VPH 16, 18,

6, 11, 31 y 33 6 mediante el uso de enzimas de restriccion analizando



los fragmentos de digestidn cuyo patrén es caracteristico para cada

genotipo de VPH .

Valoracion con acido nucleico de senal amplificada

La unica prueba del VPH disponible comercialmente, la valoracion
Hybrid Capture Il (HC II) de la empresa Digene Corporation, recurre a
la amplificacién de sefiales para detectar el ADN del VPH.
Proporciona una sensibilidad cercana a la reaccién en cadena de la
polimerasa (RCP). La HC Il detecta 13 tipos de VPH de alto riesgo
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,52, 56, 58, 59 y 68) y 5 tipos de VPH de
bajo riesgo oncogénico , esta estandarizada y es sumamente
reproducible. La prueba HC Il consiste en un proceso de laboratorio
que produce sefales de luz aproximadamente proporcionales a la
cantidad de ADN del VPH presente en la muestra (Figura No 2). El
proceso exige equipo, que comprende desde suministros basicos de
laboratorio hasta equipo tecnolégicamente avanzado, como una
computadora conectada a un luminémetro para la lectura de las
placas.

El hibrido de captura Il permite ademas un analisis semicuantitativo de
las copias de ADN viral, el cual representa un parametro muy
importante en el momento del tratamiento , seguimiento de las
pacientes y la evaluacién de las posibles vacunas contra la infeccion

por VPH de alto y bajo riesgo oncogénico.

Estas condiciones actualmente hacen el uso de HC Il Unicamente en

laboratorios especializados y con personal entrenado. En nuestro pais



existen cuatro laboratorios que cuentan con la capacidad tecnoldgica

para realizar esta prueba.

Figura No. 2. Prueba de captura hibrida Il ( HC II')
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1.- 2.-Hibridacién 3.-Hibrido de 4.-Revelado con -Lectura de la
Denaturalizacié con sondas de ARN-ADN antucuerpos anti-hibrido sefial
ARN capturado por marcado con fosfatasa quimiolumiscente e
alcalina. Amplificacion de
la sefial 300 veces mas

El hibrido de captura Il sin embargo no es una metodologia adecuada
para el estudio de la infeccidén por VPH en la entidad bucofaringea ya
que existen asociaciones con genotipo de VPH como el 13 y el 32,

gue no son detectables mediante el formato actual del sistema ya que

no incluye las sondas especificas para estos tipos virales .

Autorecolecciéon de muestras

Los estudios indican que las mujeres son capaces de autorrecoletar
muestras vaginales para la deteccion del ADN del VPH. El
automuestreo puede ser mas aumentando la eficacia del

programa al obtener una cobertura mas extensa de la poblacion.
Segun estudios para evaluar la prueba HC I, la especificidad de las
muestras autorrecogidas era mas baja, pero la sensibilidad era
comparable a la de la prueba citolégica convencional para detectar las

LIEAG en mujeres de 35 anos o mayores.6 Las muestras



autorrecolectadas por las mujeres y sometidas a examinacion
arrojaron resultados de sensibilidad satisfactoria, dato suficiente para
justificar una evaluacién mas amplia "' .El impacto de las muestras
autorrecolectadas para la eficacia del programa, en cambio, todavia no

ha sido evaluado.

Caracteristicas de las pruebas

Los métodos de detectar el ADN de VPH, HCIl y RCP requieren el
transporte de la muestra (y uso de un medio de transporte) al
laboratorio, almacenamiento, y tiempo de procesamiento en el
laboratorio. Estas caracteristicas de las pruebas tendran implicaciones
programaticas. La prueba del VPH es objetiva con resultados rapidos y
en corto tiempo. Sin embargo , el control de la calidad para el uso de

pruebas de VPH precisa de mas evaluacion.

Desempeno de las pruebas

Las investigaciones indican que las pruebas del ADN del VPH podrian
llegar a convertirse en un método de tamizaje primario de las mujeres
de 30 a 35 afos o mayores. En estas mujeres, la sensibilidad de una
unica valoracion HC |l en su vida para detectar la displasia de alto
grado ha sido de cerca de 80 a 90 por ciento (mas elevada que la de
la prueba citoldgica) y la especificidad ha oscilado de 57 a 89 por
ciento '8 Ademas, la HC Il puede ser mas eficaz que la prueba
citolégica convencional o la inspeccidn visual con acido acético para el
tamizaje de las mujeres posmenopausicas. Sin embargo, cuando se

usa para detectar las LIEAG, la especificidad de la prueba es



solamente moderada, en el mejor de los casos, en particular en las

menores de 30 afnos. La prueba tiene un valor predictivo negativo alto

Microordenadores de ADN

La aplicacion de la metodologia de ADN-microordenadores ( en inglés
microarrays) permitira estudiar la regulacion y la expresién de los
genes virales en las diferentes estadios de la infeccion viral y su
relacion con la expresién de proteinas celulares de los diferentes
tejidos en los cuales este virus es capaz de replicarse . En otros
aspectos se podran definir con mejor precision los virus mutantes , el
proceso de diferenciacion en lineas celulares en cultivo y la respuesta
del hospedador .

Actualmente se esta empleando la metodologia de microordenadores
en el estudio de la infeccion por VPH para identificar marcadores
celulares de progresion en pacientes infectados. Otro desarrollo es lo
microordenadores de tejidos en donde se relocaliza el tejido a partir de
los bloques histologicos de parafina y se puede visualizar los
resultados de multiples pacientes 6 bloques sobre una misma lamina
PERSPECTIVAS DE LAS VACUNAS PARA VPH

La infeccion por el VPH se transmite durante las relaciones

sexuales y puede prevenirse (aunque no al 100%) con el uso de
preservativo. Solo algunos tipos del VPH tienen una relacion causal
con el cancer de cérvix, sobre todo los tipos 16 y 18, ambos cubiertos
en las 2 vacunas hasta ahora existentes (Gardasil® y Cervarix®) y que

vienen a estar relacionados con algo mas de dos tercios de los



canceres de cérvix . Algunos tipos de VPH se han asociado con otros
canceres (de ano, pene, vagina, vulva, boca, orofaringe, laringe,
conjuntiva), asi como con enfermedades no malignas (como las
verrugas genitales) %°.

El paso de la infeccion por el VPH al cancer de cérvix es muy lento, y
pueden transcurrir entre 15 y 30 afios. Por este motivo, el cribado es
efectivo y se recomienda en todas las mujeres, ya que permite
detectar lesiones precancerosas que pueden eliminarse facilmente,
evitando asi que se transformen en canceres invasivos. Ademas, la
infeccion por un tipo de VPH de alto riesgo es una causa necesaria
pero no suficiente de cancer de cérvix.

Conocimientos e incertidumbres acerca de los efectos de la
vacuna

Hay 2 vacunas de las que hay ensayos clinicos en fases Il y Il
publicados actualmente: Gardasil® (la vacuna que se esta utilizando
en Espaina, que cubre los tipos 6, 11, 16 y 18 del VPH) y Cervarix®
(aprobada recientemente en Europa y que cubre los tipos 16 y 18). En
una revision sistematica publicada en noviembre de 2007, centrada en
ensayos en fase lll y cuya busqueda de la bibliografia cubrié hasta
julio de este mismo afo, se encontraron 5 ensayos clinicos con
asignacion aleatoria que comparaban la vacuna con placebo: 2 de
Cervarix® (que sumaban cerca de 20.000 mujeres de 15 a 25 afos) y
3 de Gardasil® (que sumaban casi 19.000 mujeres de 16 a 26 anos).
En ninguno de estos ensayos hay seguimiento suficiente (el maximo
es de 3 anos) para demostrar ningun efecto de la vacuna en la
reduccion de los 2 resultados principales: incidencia de cancer de

cérvix y mortalidad %',



Es mas, estos efectos no podran demostrarse aun durante muchos
anos, dado el largo tiempo de latencia entre la infeccién y las lesiones
precancerosas, y entre éstas y el cancer. En estos mismos ensayos
clinicos no se han encontrado diferencias en los efectos adversos
entre la vacuna y el placebo, salvo en términos de reacciones

locales en el sitio de la inyeccion. Por tanto, con los datos que hay
hasta ahora, la vacuna parece segura. Esto no descarta, sin embargo,
que con el empleo masivo en la poblacién se puedan encontrar
efectos secundarios que, por ser muy raros, aun no se han mostrado
diferentes entre las mujeres que en los ensayos han recibido la vacuna
y las que han recibido el placebo.

En la cadena causal, antes del cancer invasivo estan las lesiones
precancerosas. Ambas vacunas han mostrado un efecto protector
frente a lesiones precancerosas totales (de cualquier grado) y frente a
lesiones precancerosas de grado alto (que mezcla grados 2y
3),causadas por los tipos de VPH frente a los que cubren. Comparado
con placebo, las odds ratio (OR) de Gardasil ® son de 0,16 (intervalo
de confianza [IC] del 95%, 0,11-0,25) para el total de lesiones
precancerosas y de 0,135 (IC del 95%, 0,07-0,25) para lesiones

de grado alto.

Estos resultados son menos impactantes en términos absolutos, sobre
todo si la incidencia de este tipo de lesiones es baja en la poblacion
(hay que tener en cuenta que la OR es una medida de eficacia
relativa).

En una revision publicada en agosto de 2007 se incluyen, —ademas de

los ensayos en fase llI- algunos ensayos en fase Il sobre ambas



vacunas, que llegan a un seguimiento mayor (hasta 5 afnos)10. La
informacion que estos ensayos afiaden es, fundamentalmente,

acerca de la duracion de la respuesta inmunitaria (seropositividad
frente a los tipos del VPH incluidos en las vacunas): con Cervarix® la
seropositividad sigue siendo del 100% frente a los tipos 16 y 18 del
VPH a los 51-53 meses de seguimiento; con Gardasil ® la duracion
maxima estudiada de la respuesta inmunitaria llega a los 24 meses,
donde un 96% de los vacunados era seropositivos frente a los tipos 6,
11 y 16 del VPH,pero la respuesta frente al tipo 18 habia bajado al
68%. No hay estudios que lleguen mas alla en el tiempo, por lo que se
desconoce cdmo variara la respuesta inmunitaria después de los 2
afnos con Gardasil® y después de los 4,5 afios con Cervarix®10 y, por
tanto, no es posible saber si sera necesaria la revacunacion ni cuantas
veces a lo largo de la vida. El tema de la necesidad de revacunar es
clave. La vacuna frente al VPH es cara (464 euros las 3 dosis de 1
vacunacion) y si su coste-efectividad es ahora dudoso, lo sera mucho
Mas si es necesario poner nuevas dosis.

Hay aun otras muchas mas preguntas sin responder acerca del
impacto de la vacuna. En primer lugar, aspectos relacionados con el
contexto real (diferente al de los ensayos clinicos): ¢ sera efectiva la
vacuna cuando se administre al mismo tiempo que otras vacunas?,

s sera efectiva y segura en personas con comorbilidades o algun tipo
de problemas de salud? En segundo lugar, no se sabe si la inmunidad
conseguida a corto plazo con la vacuna puede alterar la historia
natural de la infeccion por el VPH (esto ha ocurrido con la varicela,
donde los casos que aparecen en personas mayores estan siendo

mas graves que los que se dan en los nifios) %', ni si se pueden



producir cambios en los tipos de VPH no cubiertos por la vacuna,
como la proliferacion de otros virus de alto riesgo oncoldgico o la
transformacion de los de bajo riesgo. Por otra parte, y quizas mas
importante, un motivo de preocupacion es si la vacuna va a dar una
falsa sensacion de seguridad que lleve a un menor uso del cribado y
de los preservativos (con posible incremento de embarazos no
deseados y de las enfermedades de transmision sexual).

A modo de resumen, puede decirse que lo que esta demostrado hasta
ahora es que la vacuna es eficaz para reducir la incidencia de lesiones
precancerosas debidas a los tipos del VPH cubiertos. Aun si en el
futuro se demostrara que esto se traduce en una reduccion de la
incidencia de cancer y de la mortalidad, lo que si puede preverse es
que en Espafa, donde la incidencia es baja, el numero de personas
que hay que vacunar para evitar un caso de cancer o una muerte sera
muy alto %2 .

El coste de oportunidad de la vacunaciéon masiva

Cabe senalar que la vacuna no sustituye ninguna otra intervencion
sanitaria, ya que el cribado periddico de cancer de cérvix sigue siendo
necesario en las mujeres vacunadas. En la medida que el cribado
mejore su cobertura, el efecto adicional que pueda tener la vacuna en
términos de reduccion de la incidencia de cancer invasivo y mortalidad
sera menor.

Como se ha comentado anteriormente, el coste de la vacuna es alto,
mucho mas que cualquier otra vacuna del calendario oficial; si la
inmunidad no dura de por vida y hay que revacunar, el precio se ira
multiplicando por persona. En un contexto donde esta clara la

necesidad de controlar el crecimiento del gasto sanitario, la



implantacion de una nueva prestaciéon como la vacuna, que va a
suponer millones de ddlares al Sistema Nacional de Salud, lleva a
cuestionar el coste de oportunidad. Es decir, no esta claro todo lo que
se dejara de hacer para poder financiar la vacunacion, ni todo el
sufrimiento y muertes que se podrian evitar poniendo estos millones
de euros en otras prestaciones no cubiertas actualmente por el
sistema sanitario (o cubiertas pero no difundidas o bien implantadas #.
Conclusiones y reflexiones finales

Disponer de vacunas en las que las investigaciones hasta ahora
publicadas sugieren que pueden ser efectivas en la reduccion del
cancer de cérvix es una buena noticia; sobre todo si fueran a utilizarse
en los paises y poblaciones donde la incidencia y mortalidad es
especialmente alta.

Partiendo de la situacion actual, donde la vacuna ya esta incluida en el
calendario para las nifias que aun no han iniciado las relaciones
sexuales, caben aun algunas acciones importantes.

En primer lugar, seria muy oportuno que las autoridades sanitarias
promovieran la farmacovigilancia, monitorizando la aparicion de
efectos adversos y analizando si en el futuro se comprueba la
efectividad en términos de prevencion del cancer de cérvix y de
muertes asociadas. También habria que vigilar otros aspectos

del impacto posible de la vacuna, como cambios en el uso de
preservativos en adolescentes y jovenes (y si esto ocurre, impacto en
términos de incidencia de otras enfermedades de transmision sexual y
embarazos no deseados), uso del cribado en personas vacunadas,

cambios en los tipos del virus y sus efectos.



En segundo lugar, habra que estar atentos a los nuevos resultados
gue se vayan publicando de todos los ensayos clinicos en marcha
acerca de las 2 vacunas actuales, y también los ensayos acerca de
otras vacunas que puedan aparecer. Estos resultados y los de
estudios de farmacovigilancia deberian servir para decidir si la vacuna
debe seguir incluida o no entre las prestaciones del Sistema Nacional
de Salud, y también para evitar la ampliacién de indicaciones sin
evidencias solidas (la industria esta ya apostando muy fuerte por la
vacunacion en varones y en mujeres que han iniciado la actividad
sexual).

Por ultimo, pero muy importante, seria fundamental que se hiciera
cumplir la regulacién en materia de promocion directa al publico de la
vacuna, algo dudoso si se analiza la publicidad que actualmente se
esta haciendo. Para contrarrestar la informacién que llega de mano de
la empresa interesada, los profesionales sanitarios tienen un papel
clave. Es fundamental que informen a los ciudadanos para que
puedan separar efectos probados de la vacuna de lo que aun no se ha
demostrado, ayudando asi a que los propios padres puedan decidir

con conocimiento de causa.
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