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RESUMEN

El VPH representa una gran amenaza para de desarrollo de diferentes enfermedades como el
Cancer de cuello uterino, el cual presenta una gran prevalencia en mujeres jovenes en
Colombia y a nivel mundial, también se ha encontrado relacionado con otros cdnceres como
los son el de vulva, vagina, ano, pene y algunos tumores orofaringeos, representando no solo
una amenaza para las mujeres sino también para los hombres, debido a su tropismo por
diferentes epitelios, se clasifica segun su capacidad oncogénica, en VPH de alto y bajo riesgo;
el diagndstico temprano de esta infeccion reduce la notablemente la posibilidad de desarrollar
cancer, por lo que es muy importante conocer sus caracteristicas genéticas y sus mecanismos
de infeccion; la biologia molecular, es una herramienta muy atil que ha permitido desarrollar
técnicas que determinen la presencia o ausencia de estos virus en las célula, adicionalmente al
pasar de los afios, se han desarrollado técnicas que permiten identificar de manera réapida y
confiable el tipo especifico del virus que genera la infeccion, siendo de gran importancia,
para el tratamiento y prondstico de la enfermedad. En la siguiente revision se explican las
generalidades del VPH, sus mecanismos de infeccién y otras caracteristicas relacionadas con
el curso de la enfermedad, adicionalmente se encuentran las caracteristicas de las principales
técnicas moleculares para su deteccion, con sus ventajas y desventajas y una recopilacion de

los principales cebadores empleados para su diagnostico.

Palabras clave: Virus del papiloma humano (VPH), Infeccion, Técnicas de biologia

molecular, Deteccidn, Identificacion.



1. INTRODUCCION

El virus del papiloma humano se ha identificado como el agente causal del cancer de cuello
uterino, siendo este un importante problema de salud pablica ya que constituye una de las
principales causas de muerte en mujeres jovenes alrededor del mundo, adicionalmente se
encuentra implicado en el desarrollo de diversos canceres debido a su capacidad para infectar
celulas epiteliales de diferentes ubicaciones anatomicas, se clasifica de acuerdo a su
capacidad oncogénica en VPH de alto y bajo riesgo, de igual manera representa una amenaza
para los hombres, se estima que dos tercios de las personas sexualmente activas tendran
contacto con el virus, la mayoria de ellos asintomaticos y con pronta resolucién, ya que
adicionalmente a la presencia del virus, el desarrollo de cancer depende de ciertas
condiciones ambientales como la mal nutricion, el tabaquismo, el uso de anticonceptivos
orales, la multiparidad y la capacidad del sistema inmune, entre otras; por lo que es
importante conocer sus mecanismos de accion y realizar una deteccion temprana que permita

tomar medidas que eviten un desarrollo agresivo de la infeccion.

El diagnostico del VPH es un tema muy importante en todo el mundo ya que permite tener un
control sobre el virus y disminuir la mortalidad de la poblacion, razén por la cual en esta
revision se da a conocer paso a paso el proceso infectivo del virus, sus caracteristicas
genéticas, la respuesta inmune del paciente, los factores de riesgo, prevencion y las vacunas
disponibles para evitar la infeccion, lo que nos permite conocer las caracteristicas

fundamentales del virus.

Con los avances de la ciencia, la biologia molecular y la secuenciacién de una gran
diversidad de tipos del virus, se han desarrollado métodos que permiten una deteccion
confiable y una identificacion especifica sobre el serotipo responsable de la infeccion, lo que
permite conocer la capacidad infectiva de cada uno, el posible tratamiento y pronostico de la
enfermedad; debido a las caracteristicas del VPH es necesario realizar estudios moleculares
ya que este no es cultivable in vitro, los diferente métodos usados para el diagndstico e
identificacion del VPH utilizan diversos fundamentos basados en la deteccion de diferentes
partes de su genoma, mediante técnicas de amplificacion de sefial, amplificacion de acidos
nucleicos, utilizacion de microarrays, que cuentan con una alta sensibilidad y especificidad,
reduciendo la posibilidad de falsos negativos y contando con controles para evaluar la

integridad del material genético y el desarrollo de la prueba, difiriendo en los fundamentos,



genes diana, cebadores, tipos identificados, entre otros, la mayoria determinando Unicamente

la presencia del virus.

Una vez el virus ha infectado la célula este puede ser eliminado por el sistema inmune del
paciente o puede progresar generando lesiones en el cuello uterino y en el caso mas agresivo
generar oncogenesis en las células, durante este proceso sus proteinas van cambiando sus
proporciones y en algunas ocasiones cambia el estado de su ADN de episomal a integrado,
identificar la condicion en la que se encuentra el virus se convierte en un importante
biomarcador de progresion de la infeccion, mediante la cuantificacion de ARNm de las
proteinas E2 y E6, encargadas principal mente de la regulacion del virus y la supresion de los
controles naturales de la célula respectivamente, mostrando un resultado cuantitativo que

permite realizar seguimiento de la enfermedad

En la presente revision se realizé una recopilacion detallada de las principales caracteristicas
del VPH y de las diferentes técnicas moleculares empleadas para si identificacion,
diferenciando sus principales caracteristicas, ventajas y desventajas y adicionalmente
publicando los cebadores mayormente reportados en la literatura para la amplificacion de

acidos nucleicos.



2. OBJETIVOS

e GENERAL

Realizar revision documental sobre los mecanismos por los cuales el VPH infecta las células
diana y los métodos moleculares empleados para su identificacion.

e ESPECIFICOS

Describir el proceso y los mecanismos moleculares por los cuales el VPH logra infectar las
celulas diana.

Recopilar informacion sobre las técnicas moleculares empleados para la identificacion de
VPH en la actualidad.

Determinar el impacto, las ventajas y desventajas de las técnicas moleculares empleados para
la identificacion de VPH.
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3. ANTECEDENTES

El virus del papiloma humano (VPH) fue observado por primera vez en 1949, en imagenes
obtenidas con microscopio electronico en muestras de papilomas de piel, fue hasta en 1983
luego de muchas investigaciones en modelos celulares animales y algunas controversias en el
campo de la medicina que el médico virdlogo aleman Zur Hausen, logré descubrir que el
virus era el agente causal del cancer de cérvix uterino, es decir que este tipo de cancer era
producido a partir de infeccion®. Estableciendo el papel del hombre como principal
transmisor?; dentro de las infecciones que estan involucradas en la cancerogénesis humana
encontramos las producidas a partir del contagio con virus como; el virus de Epstein-Barr,
papilomavirus, virus de la hepatitis; de los individuos contagiados con estos, s6lo un pequefio
porcentaje desarrolla la respectiva forma de céncer, generalmente después de transcurridas

varias décadas entre la infeccion primaria y el desarrollo del cancer®.

Alani et al®, establecen en su articulo denominado “Human papillomaviruses and associated
malignancies” publicado en 1998 y realizado a partir de un anélisis detallado de datos
epidemioldgicos representativos y estudios in vivo e in vitro que el VPH infecta células
epiteliales e induce lesiones proliferativas, como en el cancer de cuello uterino, en la cual esta

presente en todos los casos”.

Zur Hausen, publico en el afio 2000 un articulo donde muestra la notable pluralidad de
genotipos diferentes existentes de VPH. Hasta ese momento se habian identificado y
secuenciado completamente 85 tipos de VPH, todos epiteliotropicos es decir que infectan las
células epiteliales de la piel o de la mucosa anogenital y orofaringea®. Dos afios mas tarde
2002 Zur Hausen, realizo otra publicacion, donde se centraba en la diferencia de serotipos de
VPH, pues estos segln su asociacion y consecuencias en las células huésped, se puede
clasificar en serotipos de alto riesgo altamente aislados de muestras diagnosticadas con
cancer de cérvix®, carcinomas anogenitales y tumores de cabeza y cuello y de bajo riesgo
asociados con la aparicion de verrugas; también mostré la influencia de la expresion de
oncoproteinas virales especificas, E6 y E7, como mecanismo necesario para mantener el
crecimiento maligno de las células cancerosas del cuello uterino, especificamente mediante la

inhibicion de los supresores de tumores p53 y RB”®.
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En este mismo afio, en el articulo denominado “Alteration of cell cycle in cervical tumor
associated with human papillomavirus: cyclin-dependent kinase inhibitors.” se determiné la
capacidad de las oncoproteinas virales para subvertir los puntos de control del ciclo celular
como un posible mecanismo por el cual las oncoproteinas virales inducen inestabilidad
genética’. Poco tiempo después se realiz6 un modelo anatémico de la cépside del
papilomavirus, en el cual se determind que el virus tiene una estructura de cépside
conservada, debido a la presencia de puentes disulfuro, esta es préacticamente idéntica entre
los tipos de VPH que infectan a diferentes especies, teniendo hasta un 50% de identidad de
secuencias en la proteina L1, la mas abundante de la cual gran parte del extremo C terminal
esta expuesta en la superficie viral en este modelo, lo que sugirié su papel inmunogénico o

su participacion en epitopos inmunogénicos™®.

En el 2003 se publico un articulo que busca determinar las vias de endocitosis para ingresar a
la célula que implementa el VPH, debido a que este es un virus no envuelto que contienen
dos proteinas, L1 y L2, que encapsulan un ADN, la expresion de L1 da como resultado el
autoensamblaje de particulas similares a virus (VLP) que tienen caracteristicas similares a los
viriones. Empleadas como sistemas sustitutos que utiliza pseudoviriones del VPH para probar
la infectividad viral, permitiendo determinar especificamente en este estudio que los HPV-16
y HPV-58 ingresas a la célula mediados por clatrina, como normalmente lo hacen este tipo de
virus, pero para el caso de VPH-31 parece involucrar a caveolas, planteando la hipdtesis que

entre virus muy similares hay diferentes vias de ingreso a la célula***?,

Para el afio 2004 las cifras de muertes a causa de cancer de cuello uterino se encontraban muy
altas, siendo el segundo cancer mas frecuente y la quinta causa de muerte por cancer entre
las mujeres en el mundo, estimandose una mayor incidencia y prevalencia en los paises en via
de desarrollo, magnitudes preocupantes debido a la posibilidad de prevencion, tal caso de las
regiones de Europa y Norteamérica®®, donde los casos igualmente elevados, pero tras la
implementaciéon de  examenes organizados con citologia cervical (la prueba de

Papanicolaou), se obtuvieron mejoras, que permiten controlar la enfermedad™.

En 2004, los articulos titulados “Physical state and expression of VPH DNA in benign and
dysplastic cervical tissue: different levels of viral integration are correlated with lesion

grade.” Yy “Pathogenesis of Human Papillomaviruses in Differentiating Epithelia”

12



muestran que tras la infeccion, el ciclo de vida productivo de los VPH esté vinculado a la
diferenciacion epitelial, Algunos autores sugerian que la progresion a cancer estaba ligada a
la integracion del genoma viral que se encuentra en forma episomal, en el material genético
de la célula epitelial, sin embargo en los resultados de estas investigaciones, realizadas
mediante la deteccion de la integracion en pacientes con lesiones intraepiteliales altamente
desarrolladas, se sugirio que debido a la ausencia de integracion del ADN del VPH 16 en
algunos casos, la integracion no siempre es necesaria para la progresion de las lesiones
displasicas tempranas. Aunque, la integracion de VPH tipo 18 y otros parece ser de gran

I*>1® En varias

importancia para la eficacia transformadora de la displasia cervica
investigaciones publicadas en el 2006, se muestra el mecanismo de infeccion y
transformacion neoplasica producida por el VPH en las células cervicales, donde se describen
las funciones de las proteinas tempranas y tardias en el proceso de reproduccién de las
células huésped y en la evasion de los mecanismos de control producidos por estas, que les

facilitan la progresion de su ciclo infeccioso®8%.

Debido a la importancia del diagnostico temprano y aunque el examen de citologia cervical
ha disminuido la incidencia de cancer de cuello uterino, se continda evidenciando una baja
especificidad de las pruebas de deteccion, por lo cual, los mecanismos moleculares que
permiten la deteccion de VPH y por ende el desarrollo de las lesiones cervicales han
proporcionado una serie de biomarcadores potenciales para el uso diagnésticos?®#. Segin
una publicacion del 2006 se muestra como los métodos diagnésticos moleculares van
tomando cada vez mayor relevancia; a partir de la descripcién de la molécula de ADN por
Watson y Crick en 1953 y la posterior elucidacion de como los &cidos nucleicos como se
transcriben y traducen en proteina, la revolucion de ADN recombinante seguida en la década
de 1970 y las quimicas para ADN de clonacién, la secuenciacion y la hibridacion,
permitieron la secuenciacién automatica de ADN vy la reaccion en cadena de la  polimerasa
(PCR)®.

Abreu A 'y colaboradores en el 2012 mostraron el papel de los diagndsticos moleculares para
la deteccion de VPH, resaltando la importancia esencial con este virus debido a que no se
puede propagar en el cultivo de tejidos y, por lo tanto, en la mayoria de los casos, su
identificacion precisa se basa en la implementacién de estas técnicas®. Las cuales han

permitido avances importantes en la optimizacion de la especificidad, sensibilidad y rapidez

13



de técnicas de diagnéstico tradicional, que favorecen su prevencion, control y tratamiento®
23

En los Gltimos afios se han realizado modificaciones a los métodos moleculares actuales, que
han optimizado el diagnostico no solo de la presencia del material genético del virus, sino su
tipificacion, expresion de determinadas proteinas que permiten conocer la progresion del

24
I

cancer y la cuantificacion de la integracion viral®", como lo sistemas de cebadores basado en

PCR multiplex e hibridacién®, mediante PCR-RFLP, kits comerciales, entre otros®.
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4. MARCO TEORICO

4.1 Virus del Papiloma Humano
El virus papiloma humano (VPH) es un virus de tamafio pequefio, no encapsulado, con una
estructura icosaedrica y una doble cadena de ADN circular de 7.500 a 8.000 pb. Este virus
pertenece a la familia Papillomaviridae, incluida en el género Papilomavirus. Son virus
especie especificos, ampliamente distribuidos en la naturaleza e infectan tanto a aves como
mamiferos®’; infectan los tejidos epiteliales cutaneos y mucosos del tracto anogenital, las
manos o los pies. Un subconjunto de los tipos de VPH son los agentes causantes del cancer
cervical, ya que el 99% de los tumores son positivos para el ADN del VPH. Hasta la fecha, se
han identificado mas de 200 tipos virales diferentes, y aproximadamente un tercio de estos

infectan células epiteliales en el tracto genital™.

4.1.1 Clasificacion del VPH
Los virus de VPH, en funcion de su oncogenicidad y tropismo se clasifican en dos categorias:
alto riesgo y bajo riesgo. Los tipos de alto riesgo mucosotropicos estan asociados con el
desarrollo de cénceres anogenitales, incluidos los del cuello uterino (CaCu), vulvar, vaginal,
pene, ano y también se han encontrado implicados en tumores orofaringeos, los VPH de bajo
riesgo inducen solo verrugas genitales benignas asociados principalmente a los VPH-6 y-
11%,

Existe un grupo de papilomavirus que tienen tropismo por la piel, estos papilomavirus
cutdneos raramente se relacionan con neoplasias, excepto los relacionados con una
enfermedad dérmica denominada epidermoplacia verruciforme (ev). En funcion de su
capacidad para producir o no esta enfermedad, también poseen una clasificacion®. En la tabla

1 se muestra los principales serotipos de acuerdo a su clasificacion.

Clasificacion epidemioldgica Tipos de VPH

Alto riesgo 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59

15



Probable alto riesgo 26,53,66,68,73,82

Bajo riesgo 6,11,40,42,43,44,54,61,70,72,81

Relacionados con EV 5,8,9,12,14,15,17,19,20,21,22,23,24,25,36,37,38,104,107
No relacionados con EV 1,2,3,4,7,10,26,27,28,29,41,48,49,57,60,63,65,75,76,77,78

Tabla 1 Clasificacién de serotipos de VPH segtn su tropismo y capacidad de infeccin®>*":

4.1.2 Aspectos del genoma de VPH

El material genético del VPH consiste en una molécula circular de ADN de doble cadena que
presenta una estructura de aproximadamente 8.000 pares de bases*"*®

Actualmente se conoce la secuencia completa del genoma de la mayoria de los papilomavirus
humanos y animales, lo que muestra que la organizacion general del genoma es muy parecida
entre si. Todas las secuencias potencialmente codificadoras de proteinas (ORF- Open
Reading Frames- o marcos abiertos de lectura) se localizan en una de las dos cadenas de
ADN; la mayoria de estos ocupan posiciones relativamente similares®* (Figura 1).

Los ORFs se han clasificado en dos grupos: Tempranos (E - early) y Tardios (L - late). La
mayoria de los genes E se expresan en las primeras etapas del ciclo virico, los genes L se
expresan en las etapas finales del ciclo®®. Estos genes estan dispuestos en dos bloques
separados por una region no codificante (LCR, Long control region) o también denominada
URR (Upper regulatory region), que no codifica proteinas, pero contiene elementos
necesarios para la regulacion de la expresion de los genes, la replicacion del genoma y su

ensamblaje en particulas virales®.

16



E2 E2 E2 2 TATA P97
#4 #3 E1 SPI#2 M

7
4
P670

Figura 1. Organizacion del genoma del VPH

La mayoria de estos ORFs, no corresponden exactamente a una proteina, por lo cual algunos

codifican segmentos para mas de una, en la tabla 2 se describen las funciones y caracteristicas

de las proteinas.

Proteina | Longitud Funcion
aprox

El 2.000 pb | Es una proteina multimérica con actividad ATPasa y ADN Helicasa,
reconoce Yy esta unida al origen de replicacion del ADN viral, formando
un complejo de iniciacion con la proteina E2, ciclinas, quinasas
dependientes de ciclinas, ADN polimerasa y proteinas de la célula
huésped. Necesaria para replicacion del ADN y el control de la
transcripcion

E2 1.100 pb | Principal regulador de la transcripcion de los genes virales, se une al

promotor transcripcional viral como un dimero, ademas reprime a los
promotores encargados de la transcripcion de las proteinas E6 y E7

(oncogenes virales), reduciendo su sintesis. Interfiere en la sintesis de la
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proteina p53, lo que produce la deteccion del ciclo celular en G1 y

apoptosis.

E3

300 pb

No se conoce la funcion de esta proteina, solo est& presente en algunos
serotipos de VPH.

E4

300 pb

Esta proteina se fusiona con regiones de E1 formando una proteina mixta
E1-E4. Interviene en el ciclo celular en G2, a través de la union de
ciclinas y quinasas dependientes y por bloque de E7, alterando el soporte

estructural del citoesqueleto produciendo dafio mitocondrial y apoptosis.

ES

230-250
pb

Se localiza principalmente en la membrana citoplasmatica de la célula
huésped, interactuando con algunos factores de proliferacion celular.
Inhibe la apoptosis y la migracion del complejo mayor de

histocompatibilidad (MHC) a la superficie celular.

E6

450-500
pb

Induce la sintesis de ADN, activa la actividad de la telomerasa, interactGa
e interfiera con la funcion de numerosas proteinas celulares. La unién de
E6 de VPH de alto riesgo a p53 conduce a su degradacion, en ausencia de
p53 los reguladores negativos del ciclo celular no se expresan y la

proliferacion continua incluso en condiciones inadecuadas.

E7

300-320
pb

Induce la proliferacién celular no programada, interactlia con factores de
transcripcion y enzimas remodeladoras de cromatina, actua sobre los
reguladores positivos del ciclo celular e inhibe los negativos y supresores
de tumores, principalmente plORb causando su degradacion y la

activacion de genes celulares involucrados en la replicacion del ADN.

L1

1.700 pb

Es la proteina que compone mayormente a la capside, se auto ensamblan
en capsdmeros y capside, interacta con L2 y con los receptores de la

célula.

L2

1.400 pb

Proteina menor de la cépside viral, interactia con el ADN; se cree que
facilita el ensamblaje del virion; puede interactuar con receptores de las

células.
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LCR 800- No codifica proteinas, pero contiene elementos necesarios para la

1.000 pb L - N
regulacion de la expresion de los genes, la replicacion del genoma y su

ensamblaje en particulas virales

Tabla 2. Caracteristicas y funciones de las proteinas del VPH “*">*

4.1.3 Epidemiologia

El virus del papiloma humano (VPH) agente causal del cancer de cuello de Utero, ocupa el
cuarto lugar entre los tipos mas comunes de cancer que afectan a mujeres, segun la tltima
actualizan de la OMS, en agosto de 2017, se estim6 un niimero de 266.000 muertes y unos
528.000 nuevos casos en 2012. La gran mayoria (alrededor del 85%) de esas muertes se
produjeron en las regiones menos desarrolladas, donde es el causante de casi el 12% de todos

los canceres femeninos®2.

Tanto la mujer como el hombre pueden ser portadores asintomaticos y vehiculos de la
infeccion por VPH. Aungue la prevalencia de infeccion varia en las distintas zonas
geograficas del mundo, se considera que cerca del 80 % de las mujeres se habran infectado

por, al menos, un tipo de VPH a lo largo de su vida®.

Estudios epidemioldgicos realizados en Europa en mujeres con citologia normal, detectan una
prevalencia media de infeccion por VPH del 8,2 %. La prevalencia es mayor en las mujeres
jovenes, y a los 25 afios de edad se sitla sobre el 25 %. Mas alla de los 30 afios, la tasa de
infeccion se reduce a un 5-10 % y vuelve a elevarse a partir de los 40-45 afios, en varones la
prevalencia de infeccion es mas elevada que en las mujeres, con una tasa media estimada del

65 % entre los 18 y 70 afios, y se mantiene estable a lo largo de la vida®.

En Colombia de acuerdo con las estimaciones nacionales de incidencia de cancer, en el
periodo 2000 — 2006, se presentaron cerca de 70.887 casos anuales de cancer: 32.316 en
hombres y 38.571 en mujeres. En mujeres, la tasa de incidencia, ajustada por edad, para
cancer de cuello uterino fue de 36,4 casos nuevos por 100.000 mujeres con cerca de 6.900
casos nuevos anuales*®. De acuerdo con la semana epidemiolégica 23, (junio 03 al 09 de
2018), se notificaron 1.639 casos nuevos® y segtn la Gltima actualizacién disponible de la
Semana Epidemioldgica 22 al 28 de diciembre de 2019, se notificaron 5.696 casos nuevos

mostrandose un incremento importante con el acumulado esperado™.
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4.1.4 Mecanismo de infeccion de VPH
Los VPH son virus no envueltos con capsides icosaédricas que replican sus genomas dentro
de los ndcleos de las células huésped infectadas. El ciclo de vida del VPH esta relacionado
con el programa de diferenciacion de la célula huésped infectada, el queratinocito, con la
produccion de particulas de virion maduras restringidas a células supra bésales diferenciadas.
Se cree que la infeccidn por los virus del papiloma ocurre a través de micro heridas del

IlG

epitelio que exponen las células en la capa basal a la entrada viral™. (Figura 2. Ciclo viral de
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Figura 2. Ciclo viral del VPHY.

Para explicar el proceso de infeccion por VPH de alto riesgo, se ha evidenciado que, durante
la actividad sexual, el microtrauma del epitelio genital, en particular en la zona de
transformacion del epitelio cervical, permite la exposicion de las células basales en activa
proliferacion, a los diferentes tipos de VPH, permitiendo la unién entre el receptor de la
célula basal con la proteina de la capside viral L1, a nivel de su extremo carboxilo terminal.
Dicho receptor ha sido asociado estructuralmente con Heparan Sulfato para los tipos virales
16 - 33 y con Alfa-6-Integrina para VPH 6. Una vez unido el virus a la superficie celular, se
produce su internalizacion al citoplasma de la célula huésped, por endocitosis'®. Para los
cuales se han identificado dos sistemas; el primero involucra un complejo proteico llamado
Clatrina, utilizado por los tipos 16 y 18; el segundo, utiliza un grupo de proteinas
principalmente Caveolina, en el que participa el VPH 312, La infeccion por VPH de estas
células conduce a la activacion de una cascada de expresion génica viral que da como

resultado la produccion de aproximadamente 20 a 100 copias extra cromosomicas de ADN
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viral por célula. Este nimero promedio de copias se mantiene de manera estable en células

basales indiferenciadas durante el curso de la infeccion®.

Entre las primeras proteinas virales que se expresan estan los factores de replicacion, E1 y
E2. Estas proteinas forman un complejo que se une a secuencias en el origen viral de
replicacion y actla para reclutar polimerasas celulares y proteinas accesorias para mediar en

la replicacion y promover su genoma en estado episomal (ADN libre en el nicleo) Figura 3.

La proteina E1 también exhibe actividad helicasa, lo que permite la separacion de hebras de
ADN viral por delante del complejo de replicacién'’. E2 es una proteina de unién a ADN
especifica del sitio que ayuda a reclutar E1 para el origen, pero también juega un papel en la
regulacion de la transcripcion viral del promotor temprano. Los sitios de unién para E2 se
encuentran adyacentes a sitios para factores de transcripcién celular que activan el promotor
temprano. A niveles bajos, E2 une sus secuencias de reconocimiento y activa el promotor
temprano, mientras que, a altas concentraciones, reprime al bloquear la union de los factores
de transcripcién celular actuando directamente en la sintesis de la proteina P53 lo que

produce finalmente la detencién del ciclo celular en G1 y apoptosis®”.

EPITELIO INFECTADO

EPITELIO NORMAL POR VPH

} Estrato
— granuloso

Estrato espinoso

} Estrato basal

Figura 3. Representacion de un epitelio normal y uno infectado por VPH

Las proteinas E6 y E7 de los tipos de VPH de alto riesgo actian como oncoproteinas virales.
E6 de alto riesgo se une a la proteina supresora de tumores p53 como parte de un complejo
trimérico con la ubiquitina ligasa celular, EBAP, lo que lleva a la rapida renovacion de p53°
(Figura 4). E7 se une a la familia de supresores tumorales de retinoblastoma (Rb), asi como a
otras proteinas involucradas en la regulacion del ciclo celular*® (Figura 5). Como HPV infecta

las células basales que se dividen, los genomas virales se dividen en células hijas, una de las
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cuales se separa de la capa basal, migra hacia el estrato granuloso, y se somete a la
diferenciacion. En los epitelios normales no infectados, las células salen del ciclo celular
cuando salen de la capa basal. A medida que las células infectadas abandonan la capa basal,

permanecen activas en el ciclo celular debido a la accién de la proteina E7°.

|@ MWI@ w @

Aumento de p21 ; \
yfactores 3

proapoptoticoss) %
/
/
4

\ '\'(‘

PR

Proteasoma

Figura 4. Inhibicion de la funcion de P53 por accion de la oncoproteina viral E6

Las células vuelven a entrar en la fase S en células altamente diferenciadas y activan la
expresion de los factores de replicacion celular necesarios para la replicacién viral. La
presencia de E7 conduce a una retencion caracteristica de nudcleos en todas las capas de
epitelios infectados. Estas oncoproteinas son necesarias para la inmortalizacion celular, la
retencion de la capacidad del ciclo celular en la diferenciacion y también para el
mantenimiento de formas extra cromosomales de VVPH en células basales indiferenciadas™.
Las funciones de las proteinas E4 y E5 aln no se comprenden completamente; sin embargo,
se ha propuesto que ambos participen en la regulacién de las funciones virales tardias®’. Las
proteinas L1 y L2 constituyen la capside viral y se expresan Unicamente en los queratinocitos
diferenciados de la capa superficial de la lesion, donde se producen particulas viricas

maduras®,
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Figura 5. Unién de E7 con pRB

4.1.5 Respuesta inmune frente al VPH

La interaccion entre el VPH y la célula es compleja y variada. En este virus no se ha
encontrado un receptor celular especifico que permita evitar la infeccion por el mismo
bloqueo, la molécula de superficie que sirve de union a los VPH esta muy conservada y al
parecer tienen funciones vitales que hacen imposible su uso como diana para bloqueo de la
infeccion. En términos generales, tras la primera infeccion de la célula del epitelio cervical
por VPH se desencadenan una serie de respuestas inespecificas acompafiadas de procesos
inflamatorios, quimioatraccion, activacion de macréfagos, intervencion de la célula natural
killer (NK), anticuerpos naturales, e incluso del sistema de complemento, que formaran una
primera barrera de inmunidad especifica. la prolongacion de la barrera en el tiempo y la

proteccion frente a futuras infecciones requiere mecanismos de inmunidad especifica®.
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En algunas circunstancias, el VPH es capaz de pasar inadvertido para el sistema inmunitario
y establecer una infeccién latente. Hay mdltiples mecanismos a través de los que el virus
logra evadir la respuesta del sistema inmunitario del hospedero y asegurar su supervivencia,
replicacion y patogenicidad. En primer lugar, el ciclo viral del VPH se desarrolla
paulatinamente a medida que ocurre el ciclo celular de los queratinocitos, haciendo uso de la
maquinaria de las células del hospedero para su replicacion, evitando el reconocimiento de
enzimas que pueden ser blanco de la respuesta inmunitaria. EI mecanismo replicativo es lento
y el virus no concentra sus particulas virales en las células de la capa basal, membrana basal o
ambas que han sido blanco de invasion inicial, sino que lo hace en las capas superiores de la
epidermis, a las que migra y donde la existencia de las células de respuesta inmunitaria es
minima. Hasta estos niveles el virus retrasa la transcripcion de proteinas de la capside L1y
L2, que suponen ser las particulas virales mas inmundgenas. Al no producir la muerte de los
queratinocitos tras el proceso infeccioso (sino permitir que éstos mueran mediante apoptosis
una vez que alcanzan el estado de diferenciacion a corneocitos, como naturalmente fueron
programados), evade la produccion de citocinas y quimiocinas al igual que la activacion de
células dendriticas, células de Langerhans, macréfagos, neutréfilos, células NK, linfocitos
NKT, entre otras células, que en condiciones normales hubiesen sido activadas tras la
citopatogenicidad y citdlisis con el fin de establecer una respuesta inmunitaria eficaz en el

aclaramiento de la infeccion®.
4.1.6 Patologias causadas por VPH

e Cancer de cuello uterino
El cancer de cuello uterino (CCU) se presenta frecuentemente a nivel mundial,
constituyéndose en uno de los principales problemas de salud publica en la poblacion
femenina®®. sin embargo, es una enfermedad que, a pesar de sus altas tasas de incidencia y
mortalidad, puede ser prevenida cuando es detectada en sus etapas iniciales®. EI CCU, al
igual que muchos otros canceres, se desarrolla como resultado de multiples alteraciones
genéticas, epigenéticas e inmunoldgicas; adicionalmente otros factores como la interaccion
entre medio ambiente y célula pueden facilitar la promocion de los procesos de
transformacion neoplasica. Segun la historia natural de la ontogénesis de cuello uterino, el
virus del papiloma humano (VPH) es considerado, como el principal factor etiologico de este

tipo de céncer. Se estima que gran porcentaje de la poblacién sexualmente activa tiene
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contacto con el virus, la mayoria de las infecciones por VPH no causan sintomas o
enfermedad y se eliminan dentro de los 12 a 24 meses posteriores a la infecciéon. Solo una
pequefia fraccion de esas infecciones que persisten o progresan a una lesién preneoplésica
resultan en cancer*’. Para que se lleve a cabo este proceso el tejido pasa por una serie de
etapas que determinan la magnitud de la infeccion, (Figura 6) para lo cual se usan diferentes
clasificaciones que permiten realizar la distincion. Dentro de las cuales encontramos la
nomenclatura de la OMS establecida en 1968, la de Richard y la de Bethesda determinada por
el National Cancer Institute de los Estados Unidos en 1988%*%,

Gitologia | LSIL HSIL |
Histologia ! mic1 ! mic2 ! NIC 3 1

| | Displasia | Displasia | Dpisplasia | Carcinoma | Carcinoma |
Normal Leve Moderada Severa in situ invasor

‘ viral Elevado ®
Infeccion por E6yE7 L ol
VPH, produccion Ingregacion >
viral del ADN viral Carcinoma

microinvasivo

Figura 6. Patogenia del cancer de cuello uterino

Tomando como referencia la clasificacion de Richard, las modificaciones celulares se

clasifican en:

= Neoplasia intraepitelial cervical grado 1

Una vez adquirida una infeccion por VPH, bien sea oncogénica o no, se pueden
presentar lesiones intraepiteliales de bajo grado, caracterizadas por la produccion de
células inmaduras, en el tercio inferior del epitelio, mostrando anormalidades leves

cuando éstas maduran*>®,

= Neoplasia intraepitelial cervical grado 2
Cuando la infeccién ha avanzado hasta el tercio central del cérvix, se observan células

anormales hasta la mitad del tejido y la actividad mitética contintia en progreso**.

25



= Neoplasia intraepitelial cervical grado 3

En la mayoria de casos las células muestran maduracion muy escasa, se observan
atipias nucleares. En la displasia severa, la cromatina nuclear es menos densa y hay
mayor variacion en forma y tamafio de los ndcleos. La mitosis se encuentra en todos

los niveles, varfan en cantidad y se observan numerosas mitosis atipicas***.

e Canceres diferentes al de cuello uterino
La infeccion por VPH ademés de ser una causa necesaria de todos los canceres cervicales
estd etimologicamente relacionada con un subconjunto de canceres de ano, orofaringe, pene,
vagina, y vulva. Dada esta asociacion con varios canceres importantes, se estima que el 5.2%
de todos los canceres que ocurren en todo el mundo son atribuibles a la infeccion por VPH,
debido a sus mecanismos oncogénicos explicados anteriormente®. Lo anterior respaldado
con evidencia molecular de una asociacion causal qué incluye la presencia de genomas de
VPH, integracion y especificidad de genomas en ndcleos de células tumorales, alta carga
viral de VPH y expresion elevada y constitutiva de oncogenes E6 y E7 en células tumorales’.
Debido a que los VPH son estrictamente epiteliotropicos e infectan preferentemente epitelios
escamosos. Los tumores asociados al VPH en sitios anatdmicos con heterogeneidad
etiolégica con frecuencia tienen una histopatologia escamosa basaloide. Por lo tanto, se
espera que los canceres asociados con el VPH sean predominantemente de origen
escamocelular, por lo que esté histologia representa una predileccion por el virus para infectar
un tipo de célula particular o posiblemente una diferenciacion tumoral inducida por el virus

en el proceso de transformacion®.

La alta incidencia de VPH siempre ha sido motivo de preocupacion al ser una posterior causa
de muerte en mujeres, sin embargo, en las ultimas décadas se ha aumentado la importancia de
la presencia de este en hombres, no solo por su papel como fuente de trasmisién sino al
aumento de casos de cancer de pene, anales y orales en esta poblacion®®. La infeccion por
VPH también se ha implicado en la etiologia de varios otros tipos de cancer, incluidos los de
la cavidad oral, el es6fago, el pulmdn, la préstata y el seno, los cuales en su mayoria son
atribuibles a los tipos de VPH de alto riesgo 16 y 18*°. Aunque no todos los canceres
mencionados son 100% producidos por la presencia de este virus, si se ha considerado un

papel del mismo para su desarrollo, a continuacion, se presenta una proporcion de la
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implicacion del virus en los diferentes tipos de cancer, dando cabida a variables como la

ubicacién geogréfica y métodos de deteccion del virus*. Tabla 3

Tipo de cancer Relacién con el VPH Presencia en Presencia en
mujeres hombres
Cancer de cuello 100% X
uterino
Canceres anales 90% —93% X X
Cénceres de 12% —63% X X
orofaringe
Céanceres de pene 36% —40% X
Cénceres vaginales 40% —64% X
Canceres vulvares 40% —51% X

Tabla 3. Proporcidn del papel de VPH en los canceres mas comunes.

4.1.7 Factores de riesgo y prevencion
El principal factor del riesgo para contraer una infeccion por VPH, esta relacionado con la
conducta sexual, estudios han demostrado que la mayor prevalencia de mujeres infectadas
son aquellas cuya actividad sexual es activa y que la prevalencia de este en mujeres que no
ha iniciado su vida sexual es casi nula; el VPH es considerado una infeccion de transmision
sexual (ITS), por lo cual el nimero de parejas, su historial y las conductas sexuales, son un
factor relevante en la adquisicion del virus, del mismo modo que el uso de preservativo®’. En
cuanto al desarrollo del cancer de cuello uterino se ha identificado a los hombres como

principales transmisores del virus®.

Sin embargo, hay otros factores que facilitan la infeccion, como antecedentes de infecciones
por C. trachomatis y el virus del herpes simple tipo 2, el uso prolongado de anticonceptivos
orales, la alta pariedad, el tabaquismo, la mala nutricion, algunas caracteristicas
demogréficas, la inmunosupresién y la coinfeccion con VIH, caracteristicas que hacen a

personas mas susceptibles®.
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El riesgo estimado de contagio tras una relacion sexual sin proteccién con una persona
infectada es elevado y oscila entre el 40 y el 80 %. El uso de preservativo reduce, pero no

elimina el riesgo de transmision sexual.
La conducta sexual es un factor que determina el mayor o menor riesgo de infeccion:

= Laedad precoz en el inicio de las relaciones sexuales se asocia a mayor riesgo de
prevalencia.

= El nimero de comparieros sexuales a lo largo de toda la vida sexual es el factor
correlacionado con un mayor riesgo de infeccion, estimandose un incremento de
un 3-5 % por cada compariero sexual para la infeccion por VPH 16 y 18. Un
incremento del nimero de contactos sexuales de la pareja masculina de una mujer,

aumenta el riesgo de infeccion de esta.

La mayoria de las infecciones por VPH son transitorias y no causan problemas clinicos. En la
mayoria de los casos la infeccion se resuelve espontaneamente, generalmente entre los 12 y
24 meses en mujeres y entre los 6 y 12 meses en los varones. En un 3-10-% de las mujeres
infectadas por los VPH de alto riesgo la infeccion se vuelve persistente y constituyen el grupo
de riesgo de desarrollo de neoplasias. La persistencia y la enfermedad son mas comunes en

las infecciones por los tipos de VPH 16 y 18 que en otros tipos de alto riesgo. *.

En los ultimos afios los gobiernos de la mayoria de los paises han trabajado fuertemente,
buscando alternativas para mitigar el impacto del VPH en la poblacion, por lo cual se han
empleado esquemas tanto para el control, deteccién y prevencion del virus. Teniendo en
cuenta los factores de riesgo anteriormente mencionados, algunos de ellos son modificables,
por lo tanto los cambios en ciertas conductas como el uso del preservativo, cambios dietarios
y consumo de tabaco pueden disminuir las proporciones de infeccién*, por otro lado es
importante realizar examenes periodicos donde se pueda ver lesiones tumorales de cérvix
mediante el reconocimiento de la morfologia de las células, como primera medida de cribado
mediante el analisis citolégico, Papanicolaou (Pap test), permitiendo una deteccion temprana

la cual puede ser tratada y posiblemente resuelta®.

4.1.8 Vacunas
Actualmente hay tres vacunas disponibles para prevenir la infeccion con los tipos de VPH
responsables de la mayoria de los casos de cancer de cuello uterino. El objetivo de la

vacunacion profilactica es reducir la incidencia de canceres anogenitales y lesiones
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precancerosas, con beneficios protectores adicionales contra las verrugas genitales para

quienes reciben la vacuna cuadrivalente®.

En junio de 2006, la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos
(FDA) aprobo la vacuna tetravalente profilactica, Gardasil ®, para las mujeres de entre 9-26
afios de edad. Esta vacuna previene los precursores del cancer cervical y las lesiones genitales

externas causadas por el VPH-6, 11,16y 18.

La vacuna bivalente, Cervarix ®, protege contra los tipos de VPH 16 y 18. Siendo estas

fuentes importantes de proteccion contra el virus®.

Gardasil 9®, Fue la ultima vacuna aprobada por la FDA, tras investigaciones que
determinaron que, al ser aplicada a mujeres de 27 a 45 afios de edad, la vacuna continuaba

siendo efectiva®.

Para la prevencion primaria, el Programa Ampliado de Inmunizacion (PAI) cuenta con la
vacuna tetravalente contra el VPH, dirigida a nifias de cuarto afio escolar con edad mayor o
igual a 9 afios 0 maés, hasta el grado 11, al igual que a todas las mujeres no escolarizadas

desde los 9 afos hasta los 18 afos.

En Colombia, las pruebas especificas para la deteccion temprana del cancer de cuello uterino

son:

= De los 25 - 30 afios: Citologia de cuello uterino bajo el esquema 1-1-3 (una
citologia cada afio durante dos afios consecutivos Yy si el resultado de las dos es
negativo se hace cada 3 afos).

= De los 30 - 65 afios: citologia combinada con las pruebas de deteccion del Virus
de Papiloma Humano (ADN/VPH).

= Mujeres entre 25 - 50 afios, residentes en zonas de dificil acceso a servicios de

salud: técnicas de inspeccion visual del cuello uterino™.

4.2 Métodos moleculares para la identificacion de VPH
El diagnostico molecular es un area dindmica en constante desarrollo que ha revolucionado el

diagnostico clinico. La deteccidon y cuantificacion especifica de material genético en una
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muestra biolégica ha mostrado un significativo impacto en el diagnostico de enfermedades
infecciosas y el cancer. El desarrollo de nuevas tecnologias, mas rapidas y precisas, ha
transformado al diagnostico molecular en una herramienta clave para el beneficio del
paciente?, con el auge de la investigacion y la necesidad de diagndsticos oportunos y
eficaces, han surgido técnicas de laboratorio fundamentados en esta area, aplicadas en

programas de prevencion, control y tratamiento®.

En cuanto al VPH y su mecanismo de infeccion, el cual se desarrolla durante un periodo
prolongado a través de lesiones precursoras, que pueden detectarse mediante pruebas
citologicas que, aungue han disminuido la incidencia de cancer cervical, este continla siendo
fuente importante de enfermedad en mujeres?®. De Acuerdo a los mecanismos moleculares
impulsados por el VPH que permiten el desarrollo de las lesiones cervicales, se ha
proporcionado una serie de biomarcadores potenciales para el uso diagnéstico y prondstico en
el tratamiento clinico de las mujeres con esta enfermedad, que se pueden utilizar para

aumentar la prediccion positiva®.

Adicionalmente, el VPH no se puede propagar en el cultivo de tejidos y, por lo tanto, en la
mayoria de los casos, su identificacidn precisa se basa en técnicas de biologia molecular, que
permiten su deteccion y tipificacion precisa, trayendo mayores beneficios que los
proporcionados por los métodos de diagndstico convencional®!, permitiendo:

= La clasificacion de mujeres con anomalias citoldgicas equivocas o de bajo
grado

= El seguimiento de mujeres con resultados anormales de deteccién que son
negativos en la colposcopia / biopsia

= Prediccion del resultado terapeutico después del tratamiento de la neoplasia
intraepitelial cervical (CIN)

= Deteccion primaria para la prueba de ADN del VPH>*

= Conocimiento de tipos especificos de VVPH implicados en la infeccién®.

= |nvestigaciones de prevalencia regional y nacional de VPH de tipo

especifico®.
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A continuacidn, se presenta una linea del tiempo con los principales hechos en el curso de la

investigacion sobre el VPH?®*’. Tabla 4

ANO AUTOR SUCESO

1907 Descripcion de la existencia del Virus del Papiloma (VP)

1933 Shope y Hurst Descripcion el primer virus del papiloma cutaneo con
potencial oncogénico en una especie de conejos silvestres.

1949 Primera observacion del virus por microscopia electronica

1977 Zur Hausen Posible asociacion entre VPH y CaCu

1982 Chen y Danos Clonacion completa del genoma del virus del papiloma
bovino tipo 1 (VPB-1) y el genoma del VPH tipo 1 (VPH-1)

1983 Schwarz y su Clonacién completa del genoma completo del VPH tipo 6

grupo (VPH-6) en 1983

1983 Zur Hausen VPH como agente causal de cancer

1984 Zur Hausen Inicio del desarrollo de la vacuna

2006 FDA Aprobacion de la vacuna

2008 Zur Hausen Ganador de premio nobel

2014 Identificacion de mas de 200 serotipos

Tabla 4. Linea del tiempo, principales sucesos sobre el VPH.

4.2.1 Hibridacién de &cidos nucleicos

Las técnicas de hibridacion molecular se basan en el estudio de secuencias especificas de
ADN o ARN, tanto para su identificacion como eventual cuantificacion. Para llevar a cabo
este proceso se parte de sondas que son secuencias de material genético, complementarias a
aquellas que se quieren detectar. La hibridacidén o acoplamiento de la secuencia génica diana
y la sonda complementaria se puede reconocer con métodos radiactivos y colorimétricos™.
Inicialmente fue por medio de estas técnicas que se adquirio informacion sobre el VPH,
aunque estas técnicas generaron informacion de alta calidad, las desventajas de estos
enfoques de sonda directa incluyen baja sensibilidad, la necesidad de cantidades

relativamente grandes de ADN purificado y procedimientos que requieren mucho tiempo®.
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4.2.2 Métodos de amplificacion de sefial

= Captura de Hibridos 2
La captura de hibridos es un método de amplificacion de la sefial, basado en la hibridacion
del ADN del VPH con sondas de ARN marcadas. Los hibridos ADN-ARN se detectan con un
anticuerpo monoclonal especifico y un sustrato quimioluminiscente, lo que proporciona una
medida cuantitativa del ADN del VPH®.
Esta es la prueba mas antigua utilizada en tamizaje y ha sido validada clinicamente en
multiples estudios. Como su nombre indica, es una técnica en la cual se identifican hibridos
ADN con sondas de ARN. La técnica cuenta desde el afio 2000 con la aprobacion de la FDA
para uso rutinario en las actividades de deteccion temprana en combinacion con la citologia.
Esta prueba permite la deteccion de VPH-AR por medio de la utilizacién de un coéctel de
sondas de ARN para los 13 VPH-AR (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68),
permitiendo la formacion de un hibrido ADN viral - ARN. Una prueba positiva significa que
la mujer ha sido infectada por alguno de los 13 tipos de VPH-AR. Esta prueba no permite

identificar cual de ellos es y tampoco si la paciente tiene uno o varios de estos tipos?>°

4.2.3 Amplificacion de &cidos nucleicos

PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa)

Las técnicas basadas en PCR son altamente sensibles, especificas y ampliamente utilizadas.
En una PCR convencional, la ADN polimerasa termoestable reconoce y extiende un par de
cebadores oligonucleétidos que flanquean la region de interés. En el proceso final, la PCR
puede generar mil millones de copias de una sola molécula de ADN de doble cadena después
de 30 ciclos de amplificacion®, los protocolos de HPV-PCR utilizan cebadores de consenso
como PGMYO09 / PGMY1 y GP5 + / GP6 +, que permiten la amplificacion de una gran
cantidad de genotipos de HPV en una sola reaccion. Los cebadores se dirigen a regiones
conservadas del genoma del VPH, como el gen de la capside L1%°. Una vez terminada la
amplificacion, la genotipificacion del virus se puede llevar a cabo por diferentes técnicas;

dentro de los tipos de PCR utilizadas, encontramos:®®%?!: (Tabla 5)

Técnica Caracteristicas Aplicaciones

PCR Estandar Amplificacion de un segmento | Identificacion de VPH a partir de sondas
de ADN utilizando dos | dirigidas a segmentos conservados.
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cebadores.

La deteccion de la
amplificacion es mediante
geles de agarosa.

PCR Mdiltiple

Amplificacion de 2 o maés
segmentos de ADN utilizando
varios cebadores en una sola
reaccion de amplificacion.

Deteccion de varios tipos de VPH a partir
de diferentes sondas especificas para cada
uno de ellos en una sola PCR

PCR en tiempo real

Herramienta confiable, sensible
y especifica para la deteccion y
genotipado  de  genotipos
especificos de VPH en
muestras de tejido.

Puede detectar la carga viral, usa diferentes
fluorocromos que emiten fluorescencia, a
medida que avanza la reaccion de PCR,
detectando acidos nucleicos en
concentraciones muy pequefias.

RPC-RFLP

RPC estandar con
posterior de digestion
enzimas de restriccion.

paso
con

Tipificacion el VPH, y es mas facil y
menos costoso que la secuenciacidn. buen
poder discriminatorio al diferenciar el virus
en HR o LR, identificacion de infecciones
Unicas o multiples, el ADN amplificado es
digerido por enzimas de restriccion, lo que
resulta en fragmentos de ADN de varias
longitudes.

Tabla 5. Variantes de PCR empleadas para la identificacion VPH

Dentro de los méetodos aprobados y empleados para el diagndstico de VPH basados en PCR

encontramos: (Tabla 6)
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Nombre Caracteristica Variante de PCR
COBAS 4800 | Prueba cualitativa in vitro que detecta 14 tipos [ PCR en tiempo real, que utiliza
de VPH-AR y que ha sido validada | cebadores paralaregion L1 del
clinicamente. Puede detectar 12 genotipos de | VPH
alto riesgo (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
66 y 68), y reporta especificamente los
genotipos de alto riesgo 16 y 18.
Abbott Permite detectar 14 genotipos de VPH-AR (16, | PCR en tiempo real, que
RealTime 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y | mezcla mdaltiples cenadores
68). Esta prueba reporta, de manera separada [ para la amplificacion 'y
otros 2 genotipos de alto riesgo, los genotipos | deteccion de ADN del VPH-
16y 18. AR
Becton Deteccion de regiones especificas, segun el tipo | PCR en tiempo real que
Dickinson (BD) | del virus, en lugar de la amplificacion de las | amplifica la regién que

regiones genomicas detectadas con conjuntos de
cebos de L1. El ensayo proporciona informacion
individual para 6 tipos de VPH (16, 18, 31, 45,
51, y 52), al igual que la deteccién de todos los
14 VPH-AR

codifica las oncoproteinas E6/
E7 de los tipos de VPH-AR,
permitiendo una  deteccion
especifica.

Linear Array

Prueba cualitativa in vitro para la deteccion del
VPH en muestras clinicas, detecta treinta y siete
genotipos de ADN del VPH anogenital tanto de
alto como bajo riesgo, mediante la amplificacion
de las regiones gendmicas detectadas con
conjuntos de cebos de L1.

PCR e hibridacion de &cidos
nucleico,  cebadores  que
amplifican la regién L1 de
VPH.

Tabla 6. Métodos aprobados y empleados para el diagnéstico de VPH basados en PCR.

4.2.4 Analisis de microarrays

La tecnologia de microarrays es una tecnologia en desarrollo para estudiar la expresion de

muchos genes a la vez. Consiste en colocar miles de secuencias génicas en lugares

determinados sobre un portaobjetos Ilamado chip. Una muestra que contiene ADN o ARN se

pone en contacto con el chip. El apareamiento de las bases complementarias entre la muestra

y las secuencias de genes en el chip produce una cantidad de luz que se puede medir. Las

areas del chip que producen luz identifican los genes que se expresan en esa muestra®.

Los analisis de microarrays de ADN junto con la PCR se ha aplicado con éxito en los ultimos

afios y permite una deteccion y genotipado de calidad de VPH, dentro de los kits comerciales

encontramos:

e HPV Direct Flow Chip Kit
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Prueba que permite el screening y genotipado del virus del papiloma humano mediante
amplificacion e hibridacion, permite la deteccion cualitativa del virus HPV y el genotipado de
36 tipos de HPV (Alto riesgo- HPV 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66,
68, 73y 82, y bajo riesgo- HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 55, 61, 62, 67, 69, 70, 71, 72,81y
84) mediante reaccion de PCR, seguida de hibridacion reversa sobre una membrana que
contiene sondas especificas. Las muestras clinicas pueden amplificarse directamente, sin

necesidad de una extraccion previa de ADN®.

e PapilloCheck

Es un equipo de ensayo basado en micromatrices para la deteccion y la genotipificacion de un
fragmento del gen E1 del genoma del virus del papiloma humano (VPH).

Este ensayo detecta e identifica 24 tipos de VPH en una sola reaccion (VPH 6, 11, 16, 18, 31,
33, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 55, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73 y 82). El ensayo utiliza
una PCR multiplex con cebadores fluorescentes para amplificar un fragmento de 350 pb del
gen E1 del VPH, que comprende 28 sondas, cada una en 5 puntos replicados fijados en un
chip de ADN. La hibridacion se realiza en un chip de microarrays, que se escanea y analiza

automaticamente®®.

e Geno Flow
Ensayo basado en PCR que co amplifica el gen humano como un control interno para medir
la integridad de la muestra. Este ensayo, emplea una tecnologia de hibridacién de flujo
basado en membrana, identifica 33 genotipos virales de VPH AR y BR (6, 11, 16, 18, 26, 31,
33, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 61, 66, 68, 70, 71, 72, 73, 81,
82, 84). También disefid una nueva sonda universal para capturar genotipos de VPH que no

se incluyen en el panel de prueba para expandir la cobertura viral®®®".

4.2.5 Deteccion de la expresion de los genes E6/E7

Las oncoproteinas E6/E7 tienen una importancia significativa, debido a que son cruciales
para proveer las propiedades oncogenicas del virus pues se expresan durante su ciclo de vida
contribuyendo a su replicacion y persistencia, son requeridos para la inhibicion de la funcion
de las proteinas celulares p53 y pRB en la transformacion maligna del epitelio, de acuerdo a
algunas investigaciones se ha encontrado una elevada expresion de estos oncogenes en las

lesiones de alto grado y el carcinoma cervical invasivo; la cantidad de proteina oncogenica,
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traducida in vivo en la célula, es dependiente de multiples factores, como el tipo y carga viral,
tasa de transcripcion de ARN, integridad de ADN vy activacion o inhibicién de promotores y

reguladores®.

En los casos donde el virus permanece integro, es decir episomal, la expresion de estas
oncoproteinas esta invariablemente conservada y se modifica Unicamente en respuesta a
sefiales moduladora de sus promotores dependiendo la fase de la infeccion, por lo que sera
constante una vez que la infeccion se hace persistente. En el caso que el ADN del VPH se
encuentre integrado, la interrupcion de la region E2 del VPH actla sobre los promotores de
E6/E7 desregulan los positivamente e incrementando la produccion de ARNm y la traduccién

a proteinas oncogénicas®®.

La prueba mRNA E6/E7 permite identificar precisamente la sobreexpresion de las proteinas
virales del VPH. E6 y E7 se expresan durante el ciclo de vida del virus y son necesarias para

su replicacion, por lo que supone un mayor riesgo de lesién preneoplasico®

Los principales métodos utilizados para la deteccion de la integracion del VPH son PCR,
hibridacion fluorescente in situ y PCR en tiempo real. Este ultimo permite el calculo de la
relacion entre los niveles de genes de VPH E2 y E6 / E7. Cuando hay integracion del VPH, el
genoma viral muestra una relacién 1: 1 entre los genes E2 y E6 / E7".

e Aptima HPV Assay
Es una prueba de amplificacién de diana por sonda de acidos nucleicos para la deteccién

cualitativa in vitro del RNA mensajero (mMRNA) virico E6/E7 procedente de los 14 tipos del
virus del papiloma humano (HPV) de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66, 68. El Aptima HPV Assay no discrimina entre los 14 tipos de alto riesgo.

El Aptima HPV Assay consta de tres pasos principales, que tienen lugar en un solo tubo:
captura de diana; amplificacion mediada por transcripcion de la diana; y deteccion de los
productos de la amplificacion, mediante el ensayo de proteccion de la hibridacion. El ensayo
incorpora un control interno (CI) para supervisar la captura, la amplificacion y la deteccién

del 4cido nucleico, asi como los errores del usuario o del instrumento’*.

e PreTect HPV-Proofer HPV
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Ensayo para la deteccion cualitativa de la presencia de VPH, mediante la deteccion del ARN
de las oncoproteina E6 / E7 de los tipos de VPH cancerigenos 16, 18, 31, 33 y 45. El control
de muestras intrinsecas de ISC esta incluido en para evaluar la calidad de la muestra y revelar
posibles factores que pueden inhibir la amplificacién. El kit se basa en la tecnologia NASBA
en tiempo real. PreTect HPV-Proofer HV es ideal ya que tiene una alta especificidad en el
triaje del diagndstico de citologia ASC-US y LSIL. Es una herramienta valiosa para
identificar a las mujeres que tienen un alto riesgo de displasia severa y al mismo tiempo
reduce los costos de derivacion innecesarios, cuenta con una placa de microtitulacion
precargada con reactivos listos para la adicién de muestra, controles positivos y negativo, se
pueden identificar 30 muestras por corrida, en un bajo tiempo de practica’.
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5. DISENO METODOLOGICO

5.1 Tipo de investigacion

Es una investigacion de tipo mixto que incluye un enfoque cuantitativo y cualitativo, este
altimo especificamente de categoria descriptiva. Ambos enfoques permiten tener una
perspectiva mas amplia con respecto al tema, ya que por medio de la revision literaria de
articulos de diversas bases de datos se pretende hacer énfasis en las generalidades del uso de
técnicas moleculares para la deteccion de VPH, asi como realizar un andlisis estadistico con

las diversas fuentes bibliograficas.

5.1.1 Universo

Referencias bibliograficas relacionadas con las técnicas moleculares para la deteccion de
VPH

5.1.2 Poblacion

Referencias bibliogréficas relacionadas con las técnicas moleculares para la deteccion de

VPH y sus aplicaciones.

5.1.3 Muestra

Diferentes fuentes bibliograficas relacionadas con las técnicas moleculares para la deteccién
de VPH

5.2 Criterios de seleccion de la bibliografia revisada

5.2.1 Criterios de inclusion

La literatura revisada fue aceptada por que cumple con la informacién necesaria para ser
clasificados bibliograficamente en una base de datos. Asimismo, deben tener informacion
relacionada con las técnicas moleculares para la deteccion de VPH que haya sido publicada

en revistas reconocidas.

5.2.2 Criterios de exclusién

No se incluyeron las fuentes bibliograficas que no trataran temas relacionados con las
técnicas moleculares para la deteccion de VPH, asi como aquella bibliografia publicada en

fuentes no confiables o en idiomas diferentes al inglés y espafiol.
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5.3 Procedimientos

5.3.1 Busqueda de la informacion

Para realizar la recoleccion de la informacion se consultaron documentos técnicos en las
bases de datos Pubmed, Science Direct, Scielo, Springerlink, Redalyc.org y NCBI, teniendo
en cuenta los criterios de inclusion y exclusion. La bdsqueda se hizo por medio de los
siguientes descriptores en las bases de datos que se mencionaron anteriormente: Deteccion de
VPH, Identificacion de VPH, técnicas moleculares para el diagnostico de VPH, entre otros

términos relacionados

5.3.2 Seleccién de documentos

Los documentos fueron descargados en formato pdf o consultados en linea, y se procedio a
realizar la lectura de las diferentes fuentes bibliograficas que contenian las generalidades del

VPH, su ciclo de vida, mecanismo de infeccidn, técnicas moleculares, entre otros.

5.3.3 Revision bibliografica

Se registrd una sintesis de las fuentes bibliograficas analizadas en el presente documento, y se
clasificaron en una base de datos teniendo en cuenta las siguientes categorias: tipo de
documento, base de datos, pais, afio de publicacion, tema y autor, y se procedi6 a realizar un

analisis estadistico.

5.3.4 Andlisis de la informacién

Con la base de datos elaborada se realiz6 un analisis con estadistica basica descriptiva por

Excel.
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6. RESULTADOS
Para realizar la presente revision se tuvo en cuenta 219 documentos de las diferentes bases de
datos, de los cuales se excluyeron el 56 (25.5%) debido a que no cumplian con los criterios

establecidos.

6.1 Tipo de informacion
Se trabajé con un total de 163 documentos, de los cuales la mayoria correspondieron a
articulos de investigacion 106 (65%,) la gran mayoria utilizados como fuente de informacion
sobre las técnicas moleculares y el 33 (20%) correspondieron a articulos de revision, usados

como soporte del marco tedrico y los antecedentes, como se observa en la Figura 7.

libros
0,6%
Paginas web
5,5%
Tesis

8,6%

Art. Revision
20,2%

Art. de Investigacian

65,0%

Figura 7. Tipo de informacion
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6.2 Afo de publicacién

De los articulos seleccionados, los afios de mayor publicacion se encontraron en el 2018 y
2019 con 15 (9,2%) y 17 (10,4%) publicaciones respectivamente y los afios de menor
publicacion fueron 1997, 1998 y 2000. Figura 8
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Figura 8. Afio de publicacion

6.3 Lugar de publicacién

Los articulos fueron publicados en 31 paises, los cuales se clasificaron por continente, la
mayor parte se ubicé en América 75 (46,0%), seqguido de Europa 56 (34,4%) y Asia 29
(17,8%), como se observa en la Figura 9.

Africa
1,2%

Asia "
17.,8%

America
46.0%

Europa
34.4%

Figura 9. Lugar de publicacion
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Los paises de mayor publicacion, fueron Colombia (14,7%), Espafia (12,9%) y China
(8,6%), como se observa en la figura 10.

China

Espafia

Paises
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Figura 10. Paises de mayor publicacion

6.4 Técnicas moleculares para identificacion de VPH
En la revision de documentos se identificaron las técnicas moleculares empleadas para su
desarrollo, entre los afios 2006 y 2020, se tabularon 6 diferentes técnicas de las cuales la mas
utilizada fue la amplificacion de acido nucleico en un 58,7%, seguido de la tecnologia de

microarrays con un 13%. Figura 11
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Figura 11. Técnicas moleculares (2006 - 2019)
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La técnica molecular més utilizada, descrita anteriormente, cuenta con diferentes variantes y
kits comerciales, se identificd que la mas empleada fue la PCR y/o sus diferentes variantes en
un 77.7% y los kits comerciales en un 22.2%, de estos Linear array fue el que se us6 mas

frecuentemente, como se observa en la Figura 12.
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Figura 12. Técnicas de amplificacion de &cido nucleico
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6.5 Caracteristicas de los ensayos comerciales para deteccion de VPH

Teniendo en cuenta la bibliografia estudiada sobre las técnicas moleculares para la deteccion

de VPH, se encontraron diferencias y similitudes entre si, en la tabla 7, se muestra un

resumen claro sobre la informacidon recopilada.

Nombre del Método Acido Diana Tipos detectados Avalados
ensayo nucleico FDA
Capturade [ Hibridacion de ADN Genoma | VPH-AR 16, 18, 31, 33, 35, Si
hibridos 2 (sjondas_ ARN y completo 39. 45, 51, 52. 56, 58, 59, 68
eteccion por
quimioluminisc
encia
COBAS 4800 | PCR multiplexa| ADN L1 VPH-AR 31, 33, 35, 39, 45, Si
tiempo real 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68
Identifica 16 y 18
Abbott PCR en tiempo ADN L1 VPH-AR 31, 33, 35, 39, 45, No
RealTime | real 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68
Identifica 16 y 18
Becton PCR multiplexa| ADN L1 VPH-AR, Identifica: 16, 18, No
Dickinson | tiempo real 31, 45, 51, y 52. (14 serotipos
de AR)
Linear arrays | PCR + ADN L1 VPH-AR (16, 18, 31, 33, 35, No
hibridacion 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68,
inversa 73y 82. Probables 26, 53 66.
VPH-BR 6, 11, 40, 42, 54,
61, 70, 72, 81, CP6108. No
determinado 55, 62, 64, 67,
69, 71, 83, 84 y 1S309.
HPV Direct | PCR + ADN L1 HPV-AR 16, 18, 26, 31, 33, No
Flow chip kit hlbrlda(:lon 35. 39, 45, 51. 52. 53, 56, 58,
inversa
59, 66, 68, 73y 82.
HPV-BR 6, 11, 40, 42, 43,
44, 54, 55, 61, 62, 67, 69, 70,
71,72,81y 84,
PapilloCheck | PCR Multiplex ADN El VPH 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, No
(cebadores 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52,
fluorescentes) +
hibridacion 053, 55, 56, 58, 59, 66, 68,
nversa 70,73y 82.
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Geno Flow |PCRentiempo | ADN L1 |VPHARYBRS, 11,16, 18,| No
real 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43,
44, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56,
57, 58, 59, 61, 66, 68, 70, 71,
72,73, 81, 82, 84
Aptima HPV | Detecta ARNm | ARN | E6/E7 |16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,51,|  No

de E6/E7 52, 56, 58, 59, 66, 68

Tabla 7. Principales caracteristicas de los métodos para deteccién de VPH

6.6 Principales cebadores para la deteccion de VPH
De acuerdo a la literatura revisada y teniendo en cuenta que la técnica de amplificacion de
acido nucleico fue la mas utilizada, en la figura 8 se realiz6 una recopilacion de los cebadores

méas comunmente usados para la identificacion de VPH.

Cebador Secuencia Ubicacion | Gen Diana
MY11l GCMCAGGGWCATAAYAAAYGG 6722 - 6741 L1
MYO09 CGTCCMARRGGAWACTGATC 7151 -7170 L1

GP5 TTTGTTACTGTGGTAGATAC 6764 - 6786 L1
GP6 GAAAAATAAACTGTAAATCA 6975 - 6902 L1
GP5+ TTTGTTACTCTGGTAGATACTAC 6764 - 6786 L1
GP6+ GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC | 6975 - 6902 L1
E2 TTATTAGGCAGCACTTGGC 3383 - 3401 E2
E6 CACCAAAAGAGAACTGC 86 - 102 E6

Tabla 8. Principales cebadores empleados para la identificacion de VPH

6.7 Ventajas y desventajas de los métodos moleculares para la deteccion de
VPH

Con los avances de la ciencia, se han venido desarrollados métodos que permiten el
diagnostico e identificacion del VPH, sin embargo, se han hecho comparaciones, segun
metodologias empleadas para su desarrollo y se han determinados algunas ventajas y

desventajas de cada uno, las cuales se muestran en la tabla 9
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Técnica
molecular

Ventajas

Desventajas

Hibridacion de

Generan informacién de alta calidad

Baja sensibilidad

acidos La Hibridacion in situ da una sefial alta | Necesidad de alto contenido de ADN
nucleicos facilmente detectable purificado
Semicuantificacion de carga viral Requiere de mucho tiempo
Capturade | Aprobado por la FDA Especificidad limitada
Hibridos 2 | Alta sensibilidad Puede presentar reacciones cruzadas
Alto valor predictivo negativo. con sondas de bajo riesgo.
Fécil de realizar, a partir de cepillados [ No distingue los tipos virales ni
cervicales. infecciones multiples
PCR Alta sensibilidad y especificidad Muy susceptible a la contaminacion
Realizada en extendidos de células y en | Eleccion de cebadores adecuados
material parafinado. Estandarizacion de protocolos
El producto de PCR es utilizado para
realizar la deteccion especifica de especie
en otras pruebas.
Cobas 4800 | Aprobado por la FDA Costo alto

Permite la deteccion de 14 tipos de VPH
Identifica VPH 16 y 18

Utiliza control interno b-globina

Procesa mas de 1.000 muestras en 24
horas.

Requiere softwares especificos

Linear array

Permite la deteccion de 37 tipos de VPH
Identifica el tipo especifico
Determina coinfecciones

Costo alto
Requiere softwares especificos
Requiere personal capacitado

Microarrays

Andlisis paralelo de multiples muestras de
ADN

resultados comparables
secuenciacion directa del ADN

con la

Costo alto
Requiere softwares especificos
Requiere personal capacitado

Secuenciacion

Método de referencia para la identificacion
de VPH

Sensibilidad y especificidad que la
electroforesis en gel

Costo muy alto
Demanda mucho tiempo
Requiere buena manipulacién

PapilloCheck

Identificaciéon HR / LR-HPV
Deteccion de las infecciones multiples
Prueba de deteccién fiable

No amplifica el VPH -35y -53
Costo sigue siendo relativamente alto
Requiere un aparato especifico

Deteccion de
ARN E6/E7

Alto valor predictivo positivo para
deteccion de lesiones de alto grado
Sensibilidad comparable con la de
deteccion de ADN

Detecta la presencia de 14 tipos de VPH

Dificil conservacion de la muestra.
Puede generar falsos negativos
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Tabla 9. Ventajas y desventajas de las técnicas molecular

7. DISCUSION
En la presente revision se evaluaron articulos de 31 paises, de los cuales el de mayor
publicacién fue Colombia, donde se revisé los serotipos genotipados con mayor frecuencia,
en la mayoria de los articulos, se evalué unicamente la presencia del virus y la identificacion
de los VPH 16 y 18, siendo estos los mas frecuentes, sin embargo en los articulos donde se
genotiparon mas serotipos se evidencio que los serotipos de alto riesgo VPH 31 y 58
presentan una alta prevalencia y se correlacionan positivamente con el desarrollo del cancer,
lo que sugiere un papel importante en la caga infectiva, teniendo en cuenta que las vacunas

preventivas contra el virus no generan proteccion contra estos.

La infeccion con el virus del papiloma humano es muy frecuente y se le atribuyen muchas
muertes anuales alrededor del mundo, se ha identificado como agente causal del cancer de
cuello uterino y adicionalmente ha estado presente en tumores en otros 6rganos debido a su
tropismo por el epitelio, lo que lo convierte en un blanco importante de investigacion ya que
es necesario encontrar mecanismos que faciliten una deteccion temprana, efectiva y que
permita un tratamiento precoz para evitar el desarrollo de tumores, dentro de las primeras
medidas de tamizaje encontramos la citologia anual para mujeres, qué es el primer paso para
una deteccidn temprana, sin embargo esta técnica no es cuantitativa y presenta una alta tasa
de falsos positivos, desde el afio 2000 la técnica de captura de hibridos 2 (HC2) cuenta con la
aprobacién de la FDA para uso rutinario en las actividades de deteccion temprana en
combinacion con la citologia, la cual presenta una sensibilidad muy alta y se desarrolla de
forma sencilla, detecta la presencia del virus pero no permite identificar cual de ellos es y
tampoco si el paciente tiene uno o varios de estos tipos, lo que hace que su utilidad a nivel
epidemioldgico y de investigacion sea muy limitado, en nuestra revision el uso de esta
técnica fue del (6,6%), quedando ubicada en el cuarto puesto; en una investigacion realizada
por Khunamornpong S y colaboradores” se puso a prueba el rendimiento de esta técnica en
pacientes con anormalidades citoldgicas cervicales menores dentro de las que se incluyen
celulas escamosas atipicas de importancia indeterminada (ASC-US) y lesiones intraepiteliales
escamosas de bajo grado (LSIL), se demostrd que la tasa de positividad de HC2 fue
significativamente mayor en el grupo LSIL que en el grupo ASC-US (74.8% versus 41.0%)
mostrando una alta sensibilidad, otro ventaja presentada por esta prueba es que permite la

deteccion de un gran numero de tipos del virus, lo que concuerda con la investigacion
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realizada por Keegan y colaboradores™ donde se compara las tecnologias de deteccién de
VPH, captura hibrida 2 y PreTect ™ HPV-Proofer, este ultimo fundamentado en la deteccion
de marcadores biol6gicos mas especificos para la deteccion temprana del cancer cervical
como lo es el ARNm E6/E7, oncoproteinas de VPH de alto riesgo necesarias para la
conversion y el mantenimiento de tumores malignos, en los resultados de este estudio la
prevalencia general del ADN del VPH (68,6%) detectado por HC2 fue mayor que la del
ARNm E6 / E7 (37,5%) detectado por PreTect ™ HPV-Proofer, siendo un resultado
predecible, ya que no todas las células infectadas con ADN del VVPH tienen una expresién de
alto nivel de ARNm E6 / E7. Ademas, se debe tener en cuenta que la prueba PreTect ™
HPV-Proofer presenta limitaciones con respecto al menor numero de genotipos de VPH
detectados (5 tipos de alto riesgo) en comparacion con HC2 que detecta 13 tipos de alto
riesgo, pueden contribuir a la mayor tasa de deteccion observada para HC2.

La deteccion de acido nucleico por medio de la reaccion en cadena de polimerasa y sus
diferentes variantes, se clasifico como la técnica mas utilizada en la presente revision
(59,3%), ya que permite determinar diferentes tipos de VPH, a partir del uso de cebadores
que se dirigen a regiones conservadas del genoma del virus, como el gen de la capside L1,
adicionalmente permite trabajar con muestras conservadas en parafina y es clasificada como
una técnica altamente sensible y especifica, que permite no solo identificar la presencia del
virus, sino realizar su identificacion, como lo realizaron Aedo y colaboradores’® mediante la
deteccidn y tipificacion de VPH en lesiones preneoplasicas del cuello uterino utilizando PCR-
RFLP, partiendo de muestras con diagnostico en su mayoria de lesion epitelial de alto grado y
algunas de bajo grado, mostrando una deteccién en el 100% de las muestras y su posterior
tipificacion, mostrando una ventaja de esta técnica, ya que es posible diferenciar hasta entre
30 diferentes genotipos a partir de una sola reaccion de amplificacion, sin embargo cuando se
trata de infecciones multiples se presenta una desventaja, ya que los patrones de restriccion
pueden ser confusos, para lo cual se recomienda la tipificacion por medio de una PCR
multiplex como lo realizo Shim y colaboradores’®, quienes identificaron los serotipos de VPH
presentes en personas diagnosticadas con algun tipo de ITS y con citologias negativas, para
las cuales obtuvieron un 96.6% de positividad, similar a los resultados obtenidos mediante un
ensayo de microarrays, comparados con HC2 en términos de sensibilidad analitica y valor de
prediccion de la infeccion por VPH; resultado similar al obtenido por Pannier y
colaboradores’’, quienes determinaron la prevalencia de VPH mediante PCR y lo compraron
con HC2, la tasa de similitud fue del 78.8%, siendo identificados mediante PCR el 100% de
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las muestras, mostrando una alta sensibilidad tanto en muestras cervicales frescas y

conservadas en parafina.

En cuanto a los kit comerciales utilizados para la deteccion de VPH, el resultado arrojo un
mayor uso del ensayo de Linear Array de Roche, lo que se puede explicar por su capacidad
de deteccidn e identificacion hasta de 37 serotipos diferentes, cualidad por la que Romero y
colaboradores’ lo emplearon para realizar la genotipificacion del virus en mujeres atendidas
en un hospital de alta complejidad de México, donde encontraron la presencia de 16
diferentes tipos de virus, dandolos a conocer, teniendo un impacto en la epidemiologia y

permitiendo conocer la pertinencia de la vacuna en esta poblacion.

La tecnologia de microarrays es una tecnologia en desarrollo para estudiar la expresion de
muchos genes a la vez, caracteristica que la hace muy atractiva para la deteccion de VPH,
debido a la variedad de serotipos circulantes. Esta técnica fue la segunda mas utilizada en la
presente revision ya que permite un diagndstico confiable y rapido, presentando muy pocas
desventajas, su rendimiento se compara en una investigacion realizada por Wong y
colaboradores’ en donde se hace una comparacién entre las pruebas para deteccion de VPH
Geno Flow y el ensayo Linear Array en una poblacion asiatica, el ensayo Geno Flow logré la
mayor especificidad (23. 08%) para indicar la identificacion en comparacion con los ensayos
Linear Array (19.23%) e HC2 (8.97%), la prueba Geno Flow mostr6 una mayor sensibilidad
que el ensayo Linear Array; sin embargo en otro estudio similar, realizado por Dalstein y
colaboradores®, se evalud el ensayo PapilloCheck, basado en microarrays y Linear Array,
donde se determind que sus resultados son comparables, ya que no se encontraron diferencias
significativas, aunque la mayor diferencia radicé en la sensibilidad para la deteccion de los

serotipos 53 y 56, lo que demuestra que ambos tienen un buen rendimiento.

Entre las formas de diagnostico del VPH también se encuentra deteccion de ARNm de las
oncoproteina E6/7, las cuales, de acuerdo a los resultados de esta revision tiene un papel muy
importante en cuanto al curso y pronostico de la enfermedad, ya que sugieren si el virus esa
progresado al punto de llegar a la integracion, lo que se correlaciona ampliamente con el
desarrollo de cancer, aunque no ocurre en todos los casos y es un excelente biomarcador de la
actividad oncogenica del virus, el cual se puede evaluar mediante pruebas de PCR en tiempo
real que se basan en el supuesto de que la forma episomal (no integrada) contiene el mismo
numero de copias de E2 y E6. Cuando ocurre la integracion, la interrupcion del gen E2 causa
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una reduccion en el numero de copias E2; por lo tanto, la integracion se puede detectar
midiendo la proporcién de ADN E2 / E6%, lo que se correlaciona con la investigacion
realizada por De Marcoy colaboradores®, quienes realizaron la deteccién de la forma
integrada del VPH 16, mediante esta técnica, partiendo de 170 muestras y obteniendo 3
integradas 13 mixtas y 36 episomales, confirmando la integracion con el estandar de oro, es
decir por secuenciacion, lo que comprueba la especificidad de la prueba, esto para el caso de
CCU: otra investigacion publicada por Zhang y colaboradores®, cuyo objetivo fue conocer la
Infeccion e integracion del virus del papiloma humano en el carcinoma esofagico, se
evidencio que las tasas de deteccion del ADN del VPH en el carcinoma esofagico v el tejido
adyacente al tumor fueron significativamente mas altas que en los controles normales (77.4%
y 80.2% vs. 33.0%) y la tasa de integracion del VPH-16 en el tejido del carcinoma fue mayor
que la de los tejidos adyacentes al tumor y de control (93,4% frente a 50,9% y 45,5%), lo que
supone un papel relevante del VPH, como causal del cancer esofagico y adicionalmente el

papel de la integracién viral como indicador oncogénico.

Teniendo en cuenta que la aplicacion de PCR para la identificacion de VPH fue la méas
empleada en esta revision, se pudo establecer un patron entre algunas publicaciones donde se
evidencio el uso frecuente de cebadores con excelentes rendimiento, dentro de los que se
encuentran GP5 + /6 +, MY09 / 11, de acuerdo a la evaluacion de rendimiento realizada por
Mufioz y colaboradores®® en donde se procesaron muestras cervicales para detectar la
presencia del virus del papiloma humano (VPH) mediante el ensayo de HC2y la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), esta Ultima mediante el uso de tres diferentes pares de
cebadores (GP5 + /6 +, MY09 / 11 y pU1M / 2R), la prevalencia de ADN-VPH fue del
36,5% con HC2 y la mayor parte, el 55,2% con PCR, la mayor cantidad de ADN fue
detectado mediante el empleo de MY09 / 11. Resultado similar al obtenido por Camargo y
colaboradores® en donde se compararon los conjuntos de cebadores GP5 +/ 6 + y MY09 /
11, donde el mayor rendimiento lo tubo MY09/11 con un OR de 18.2 cuando se uso el juego
de cebadores MYQ9 / 11 y 6.52 con el juego de cebadores GP5 + / 6 +, sin embargo los
resultados también mostraron una asociacion entre la positividad GP5 + / 6 + y la gravedad
de la enfermedad con respecto a los hallazgos citoldgicos, por lo cual es recomendable usar
los dos en simultaneo. En cuanto a la identificacion de integracion viral, es necesario utilizar
cebadores que amplifique las proteinas virales E2 y E6, para conocer el estado del virus,
proceso realizado por Cafiadas y colaboradores®, quienes utilizaron los cebadores para E2
“TTATTAGGCAGCACTTGGC” y E7 “CACCAAAAGAGAACTGC”, para la identificacion de
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la integracion de VPH 16, donde encontrdé un 36% de integracion y los resultados fueron

compatibles por el control positivo.

8. CONCLUSIONES

De acuerdo con la informacidn recopilada en la presente revision, se pudo concluir que;

El diagnostico temprano del virus, mediante técnicas moleculares, aun en ausencia de
lesiones cervicales, disminuye la incidencia de cancer a partir de infeccion.

La PCR, fue la técnica mas empleada en los articulos de investigacion, permitiendo el
diagnostico, la identificacion y seguimiento, tanto en muestras frescas como
conservadas en parafina.

La tecnologia de microarrays fue la segunda técnica méas utilizada, por lo que se
convierte en una buena alternativa tanto para investigacion como para diagnostico.
Como producto de la presente revision se generd un cuadro resumen con la
informacidn mas relevante sobre las principales técnicas para la deteccion del VPH.
Se proporciono una tabla con los principales cebadores utilizados para la deteccion y
seguimiento de la infeccidn a partir PCR, a los cuales se les evalu6 el rendimiento

positivamente.
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