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RESUMEN
Objetivo: Determinar los tipos de virus papiloma humano mediante la técnica de reaccion en cadena de
polimerasa en lesiones preneopldsicas (neoplasia intraepitelial cervical 1, 11, I11) y neopldsica (cdncer in
situ), en pacientes que acudieron a la consulta de patologia cervical.
Meétodos: Estudio descriptivo transversal, no experimental y de campo, se evaluaron 102 pacientes de
la consulta de patologia cervical, de las cuales 42 pacientes se incluyeron en el estudio, se les practico
una entrevista y luego una toma de exfoliado cervical por la técnica de hisopado, que fueron recogidas
en un tubo recolector, para ser procesados en el laboratorio clinico e inmunodiagnostico BRIMED C. A.
mediante la técnica de reaccion en cadena de polimerasa.
Resultados: Mediante reaccion en cadena polimerasa para virus papiloma humano dieron positivo en 24
pacientes, mayormente entre las edades de 34 a 39 aiios con 7 pacientes, el genotipo 6 fue el mds comiin
con un total de 12 de pacientes, siendo la neoplasia intraepitelial cervical I el tipo de lesion cervical mds
afectada con 5 pacientes en este grupo, mientras que solo 10 pacientes dieron positivo para genotipo de
riesgo alto, siendo el mds comiin el de otro genotipo con un total de 7 pacientes, obteniéndose la cervicitis
vy la neoplasia intraepitelial cervical Il como las lesiones cervicales mds afectadas con 2 pacientes en
cada grupo.
Conclusiones: La técnica por reaccion en cadena de polimerasa para virus papiloma humano obtuvo una
sensibilidad de 57,1 % y especificidad de un 42,9 % en este estudio, siendo el genotipo 6 de bajo riesgo
el mds frecuente en total, el de riesgo intermedio fue habitual en solo 2 pacientes y el de riesgo alto, el
mas comun fue el de otro genotipo con un total de 7 pacientes, mientras que el genotipo 16 fue el menos
frecuente. Asimismo, la relacion del virus papiloma humano con el grupo etario se ubico frecuentemente
entre las edades de 34 a 39 afios, y en relacion al tipo de lesion cervical la neoplasia intraepitelial cervical
1 fue la mds comiin.
Palabras clave: Virus papiloma humano. Reaccion en cadena de polimerasa. Genotipo. Neopldsica.
Neoplasia intraepitelial cervical. Cancer in situ.

SUMMARY
Objective: To determine the type of virus human papillomavirus by the technique of polymerase chain
reaction in premalignant lesions (NIC 1, 11, I11) and neoplastic (cancer in situ) in patients who attended
the consultation cervical pathology.
Methods: Not experimental and field, cross-sectional study of 102 patients with cervical pathology
consultation, of which 42 patients were included in the study and, she underwent an interview and then a
decision by the exfoliated cervical swab technique, which were collected in a collecting tube to be processed
in the clinical laboratory and immunodiagnostic BRIMED CA by polymerase chain reaction.
Results: Using polymerase chain reaction were positive for human papillomavirus 24 patients, mostly
between the ages of 34 to 39 with 7 patients, genotype 6 was the most common with a total of 12 patients
being the NIC I the type of neck injury more affected with 5 patients in this group, while only 10 patients
tested positive for high-risk genotype, the most common being that of another genotype with a total of 7
patients, obtaining cervicitis NIC II and neck injuries as most affected 2 patients in each group.
Conclusions: Human papillomavirus polymerase chain reaction technique had a sensitivity of 57.1 % and
specificity of 42.9 % in this study, with the low risk genotype 6 the most common in all, the intermediate
risk was common in just 2 patients and high risk, the most common was that of another genotype with a
total of 7 patients, while genotype 16 was the least frequent. Likewise, the ratio of the age group human
papillomavirus is frequently ranked among the ages of 34-39 years and in relation to the type of cervical
lesion NIC I was the most common.
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INTRODUCCION

En Venezuela el cancer de cuello uterino es un
problema de salud publica, con una incidencia del
25,54 %, seguida de cancer de mama (1642 %) y
cancer de colon y recto (7,03 %), siendo la primera
causade muerte oncolégicaen las mujeres venezolanas
para el afio 2009 (1). Sin embargo, para el afio 2010
segun lo publicado por el Ministerio Para el Poder
Popular de la Salud (MPPS) reporta 1 697 muertes
por tumores malignos de la mama superando la cifra
de mortalidad por tumor maligno de cuello uterino
con 1 238 muertes (2), por consiguiente, el cincer de
cuello uterino es actualmente la segunda causa de
muerte oncoldgica en mujeres venezolanas.

Estudios epidemiolégicos realizados en paises
desarrollados y en vias de desarrollo, presentan
indicios de que los virus genotipo especificos del virus
papiloma humano (VPH) se encuentran asociados a
la patogénesis de lesiones intraepiteliales escamosas
(LIE)y al cancer invasor cervicouterino, igualmente,
se ha demostrado que la progresion de LIE a cancer
invasivo suele estar asociada a la infeccién viral
persistente por VPH (1). Asimismo, segtin lo publicado
por Molano y col. (3) en un estudio realizado por
Walboomers y col. en el afio 1999, encontré6 VPH en
el 99,7 % de mujeres con cancer de cuello uterino, lo
cual permiti6 establecer que el VPH es causanecesaria
para el desarrollo de la enfermedad.

Sin embargo, se ha identificado el acido
desoxirribonucleico (DNA) de VPH en 10 % a 50 %
de pacientes con citologias normales, lo que indica
que algunas de las pacientes infectadas por VPH
no desarrollan céncer cervical, sugiriendo que se
requieren eventos adicionales para la transformacién
neopldsica. Se hapropuesto como factores importantes
que propician la progresion, la persistencia de la
infeccidn, el estado inmunolégico del huésped y la
habilidad que posee el virus de expresar determinados
genes por tiempo prolongado, independientemente
de que la infeccién tenga manifestaciones clinicas o
subclinicas (1,4).

Por otro lado, el conocimiento de la distribucion
de los distintos genotipos de VPH, es informacién
de gran importancia para introducir la vacuna en
Venezuela, pues actualmente en el pais y mediante el
esfuerzo de distintos grupos de investigadores, se ha
establecido en diferentes zonas de nuestra geografia,
la prevalencia de lainfeccién de VPH en la poblacion
femenina, Cavazza y col. (5) determinaron que en
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la zona Oriental estd presente en un 85 %; mientras
que en la zona Occidental lo hace en un 40 % y en
el area metropolitana se halla en un 67 %. Ademas,
observaron una alta prevalencia de VPH de alto
riesgo oncogénico que alcanza un 70 %, asociado
a lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado
(LIEbg) y lesiones intraepiteliales escamosas de
alto grado (LIEag). Un hallazgo, importante fue
la observacién de un 45 % de muestras positivas
para VPH de genotipos de alto riesgo oncogénico
y citologia normal, y la demostracién de que el
genotipo de mayor circulacién en Venezuela es el
VPH del tipo 16, que a su vez, representa uno de
los genotipos con mayor potencial oncogénico (6).
Asi pues, es pertinente ofrecer la tipificacion del
VPH en la consulta de patologia cervical del Hospital
Universitario “Dr. Pedro Emilio Carrillo”, de Valera,
Estado Trujillo enlaque existe un nimero de pacientes
con lesiones preneopldsicas y neopldsicas enel cérvix,
con citologias que Unicamente permiten sugerir la
presenciade infecciéon por VPH, pero que hasta ahora
no ha sido posible hacer la deteccion certeradel virus,
indicar si hay infeccion viral mixta y determinar los
genotipos involucrados en esta geografia.

Elmétodo convencional paralapesquisade cidncer
de cuello uterino ha sido la citologia cervicovaginal
y su interpretacién se realiza sobre la base de la
clasificacion de Bethesda,detectando las alteraciones
celulares causadas por el virus del VPH. Como
método de diagndstico es utilizado la colposcopia
realizada con los test de Hiselmann y de Schiller, que
permite la identificacion de lesiones precursoras de
cancer de cuello uterino y aumentando la sensibilidad
de la citologia, siendo el diagnéstico definitivo de
lesiones precancerosas con biopsia dirigida (6). Por
tal motivo, en el Hospital Universitario “Dr. Pedro
Emilio Carrillo”, Valera, Edo. Trujillo, en el afio
2013, se realiz6é una investigacién en la consulta de
patologia cervical, con el propédsito de demostrar y
analizarla correlacién entre los hallazgos en citologia
cervical,colposcopiay biopsiareportando unelevado
porcentaje de neoplasia intraepitelial cervical (NIC) I,
en comparacion al Cancer (Ca) in situ,con un posterior
repunte en el aumento de cancer infiltrante, por lo
que parecié que la causa de este comportamiento, es
la falla en el engranaje del equipo multidisciplinario,
en la cadena de seguimiento a pacientes reportadas
inicialmente con lesiones pre malignas (7).

En Venezuelay endiversos paises haninvestigado
la presencia del VPH y los genotipos de alto riesgo,
parainiciar medidas preventivas como por ejemplo la
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aplicacién de la vacuna dependiendo de la frecuencia
de los virus.

Melo y col. (8), realizaron un estudio donde
determinaron la presencia y frecuencia de los
genotipos virales en muestras de cuello uterino con
lesiones preneopldsicas y neopldsicas, mediante la
técnica de PCR en 175 biopsias; detectando el VPH
en 40 % de los casos sin lesion histolégica, 88 % en
lesiones de bajo grado, el 89 % en las lesiones de
alto grado y 93,5 % en el carcinoma invasivo. De
todos los casos de VPH positivos, el 89,5 % fueron
clasificados como de alto riesgo y solo un 4,9 % de
los casos de VPH eran de bajo nivel de riesgo. El
6 % de los casos tenfan multiples infecciones. La
distribucién de los genotipos virales fue: genotipo
33 (25,3 %), 16 (18,7 %), 52 (13,3 %), 31 (12 %),
35 (6,6 %), 18 (2,7 %). Por lo que concluyeron, que
la mayoria de VPH que se encuentran en las biopsias
con LIEag era de genotipo de alto riesgo, los tipos
virales mas frecuentes fueron: 16,31,33 y 52,y que
la deteccién y tipificacion viral pueden proporcionar
informacién valiosa para la seleccién de pacientes y
el seguimiento y para la asignacion de los recursos.

Inclusive, Lugo (9), efectué un trabajo de
investigacion utilizando como poblacién aquellas
pacientes que acudieron a la consulta de patologia
cervical con diagnédstico histopatolégico de VPH
relacionados con NIC I, II, III, cancer in situ no
tratadas; con una muestra de 20 pacientes. EI
65 % de las pacientes tipificadas tienen diagndstico
histopatolégico de NIC I, el 50 % de los genotipos
resultd ser de un genotipo indeterminado, el 25 %
positivo para el genotipo 6 y el 15 % parael 11. El
factor de riesgo mas relevante fue el antecedente
de infecciones genitales (70 %), siendo el genotipo
indeterminado el mds frecuente con un 90 %. Los
sintomas manifestados con mds frecuencia fueron
leucorrea y prurito genital en un 5 % y 45 %
respectivamente, asocidndose a infecciones por el
genotipo indeterminado y el 6. Con respecto al
examen ginecoldgico seguin los genotipos de VPH
tipificados resultaron en que el 85 % de la muestra
tenia colposcopia positiva, siendo solamente el
genotipo 16, 100 % presente.

También, Sudrez y col. (4) ejecutaron un estudio
donde incluyeron a 53 pacientes con diagndstico
de cancer de cuello uterino entre abril de 2004 y
noviembre de 2005. Lamayoriade las pacientes tenian
diagnéstico de cancer localmente avanzado (43,18 %
estadio IIb, 40,90 % estadio IIIb y 2,27 % estadio
IVa). Eltipo histolégico predominante fue carcinoma
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epidermoide en 86,36 %,seguido de adenocarcinoma
en 11,36 % y carcinoma adenoescamoso en 2,27 %.
Evidenciaron la presencia de secuencias de ADN
asociados a virus del papilomahumano en 28 pacientes
(52,83 %). Identificaron las secuencias de ADN
asociadas a virus del papiloma humano 16 en 13
pacientes (24,52 %), el 18 en 4 pacientes (7,54 %),
31en3 (5,66 %),6en2 (3,77 %)yel 11,33 y35en
un caso respectivamente (1,88 %). Concluyen que la
tipificacion del virus del papiloma humano en estas
pacientes no refleja aquellos reportados en otros
paises y plantearon la necesidad de realizar estudios
epidemiolégicos a gran escala que incluyan otros
tipos de alto riesgo.

Pero, Susanay col. (10) elaboraron un trabajo con
el objetivo de evaluar la frecuencia de los diferentes
genotipos de VPH en lesiones cervicales cancerosas
y preinvasoras; en esta deteccién y tipificacién del
virus utilizaron lareaccién en cadenade lapolimerasa
y el polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion. Todas las mujeres fueron infectadas conel
VPH. El 85 % de las muestras se tipificaron, un inico
genotipo de VPH se encontré en 76 % de las mujeres.
El 14 % tenia una infeccién con multiples genotipos,
y en 10 % el genotipo viral no fue identificado. Los
genotipos mas frecuentes corresponden a VPH 16,
VPH 52 y el VPH 53. Concluyen que existe una alta
tasade infeccion conel VPH de altoriesgo oncogénico
entre estas mujeres.

Mientras, que Quintero y col. (11) realizaron un
estudio con la finalidad de estandarizar una técnica
de reaccién de cadena polimerasa por enzimas de
restriccion en Tiempo Real (PCR-RFLP) para la
deteccion y tipificacion de VPH en mujeres con
diagnéstico clinico previo de infeccion por VPH. El
16,8 % de las muestras presentdé VPH de alto riesgo
tipos 16, 31, 33, 35, 56,59 y 68; el 6,8 % presentd
VPH de riesgo intermedio tipos 51,53,58,61 y 83;y
el 18 % los tipos de bajoriesgo 6,32,53,54,y 81. De
esta manera, concluyeron que la técnica PCR-RFLP
estandarizada fue adecuada para el diagnéstico y la
tipificaciéon de VPH en muestras del drea genital. El
51,9 % del total de las muestras resultaron positivas
para VPH, siendo VPH 16 el genotipo de alto riesgo
mas comun (20,0 %),y VPH 6 el de bajo riesgo mas
frecuente (23,8 %).

Garcia (12), realiz6é un estudio de investigacion
donde se analizaron 99 muestras: 45 (4545 %)
lesiones de bajo grado, 28 (28,28 %) lesiones de alto
grado y 26 (26,26 %) de cancer invasor. El resto de
virus detectados segtin su orden de frecuencia: 58,
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18, 59, 53, 31, 51, 39, 56, 33, 66 y 52. Concluyé
que los VPH de alto riesgo estan presentes en todos
los casos de cancer de cérvix y el VPH tipo 16 es
el mas frecuente. Recomiendan, especialmente a
las autoridades méaximas de salud de su pais, para
gestionar la vacunacion contra el VPH, porque
protegeria contra el VPH 16 y 18.

Martinez (13) realizé un trabajo donde encontrd
en los pacientes evaluados: 3 genotipos de VPH: 6,
11 y 18, el mas comun fue el VPH genotipo 11. En
total, de 102 pacientes evaluados hubo 23 hombres
y 20 mujeres infectados (42,16 %); en cuanto a
los resultados negativos: 29 mujeres y 21 hombres
(49,02 %), los nueve pacientes restantes (8,82 %)
son casos sin determinar por material insuficiente o
degradacién del producto amplificado. Lamayoriade
las infecciones virales con 2 0 mas genotipos fueron
solo observados en mujeres. Encontraron también una
prevalencia mayor de la infeccién viral de 14 parejas
(33,33 %), donde la mujer era negativa y el hombre
positivo. En cuanto alos resultados de amplificaciony
los encontrados en biopsias, citologiay colposcopias,
los mismos no fueron concordantes. Con respecto a
los factores de riesgo solo el consumo de café resulté
ser estadisticamente significativo. Concluyen que el
VPH genotipo 18 y las combinaciones de dos o mas
genotipos virales fueron encontradas exclusivamente
enmujeres, mientras los VPH de bajoriesgo genotipo
6 y 11 se encontraron tanto en hombres como en
mujeres.

Riosycol.(14)realizaron un estudio con el objetivo
de determinar los tipos de VPH presentes en muestras
de tumores de cancer de cérvix en mujeres cubanas,
asi como describir el comportamiento de diferentes
factores de riesgo asociados a esta enfermedad.
El genotipo 16 fue el mas prevalente, seguido por
el 18, 45, 31, 39, 51, 56, 59. No encontraron en
ninguna de las muestras los tipos de bajo riesgo 6 y
11. EI conocimiento de los tipos virales presentes
en los tumores del cérvix uterino en las pacientes es
importante a la hora de plantearse el desarrollo y uso
de vacunas tanto profildcticas como terapéuticas.

Y por ultimo, Abreu (7) realizé un trabajo de
investigacion con el propdsito de demostrar y analizar
lacorrelacidon entre los hallazgos en citologia cervical,
colposcopia y biopsia dirigida donde el mayor
porcentaje de resultados de citologia cervicovaginal
alteradas fuedeun47,33 %,siendo el reporte de mayor
frecuencia LIEbg en 76 pacientes y especificamente
en 38 pacientes del grupo etario entre 35 y 49
afios. Con respecto a la colposcopia por grupo de
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edad, encontré que en el 47,1 %, los hallazgos son
normales, frente a 43,8 % con hallazgos anormales.
Igualmente,analizaron las biopsias dirigidas de cuello
uterino, el cual el porcentaje més alto, corresponde
al grupo etario entre 35 y 49 afios, representado por
el 46,0 % con hallazgo anormal frente al 42,9 % que
fue normal. Por lo que la correlacién entre resultado
normal de colposcopia, citologia y biopsia dirigida
de cuello uterino por grupo etario fue del 47,1 %, en
el grupo de 35 a 49 afios de edad. Concluyen que la
base de la pirdmide resume desde el punto de vista
epidemiolégico, en cuanto la morbilidad apreciada
en el elevado porcentaje del NIC I reportados, en
contraposicién al minimo reporte de cancer in situ,con
posterior repunte en el aumento de cancer infiltrante.

Los cambios en el cuello uterino son con frecuencia
causados por una infeccién con el virus del papiloma
humano. De hecho, casi todos los canceres de cuello
uterino (mas del 99 %) estan relacionados con el
VPH (15).

Considerando, que los papiloma virus son virus
pequefios y sinenvuelta,constituidos por dos proteinas
estructurales, ambas codificadas por el virus, que
se unen y estabilizan la cdpsida mediante puentes
disulfuro (la proteina mayor L1, que tiene un peso
molecular de 5 %Kd y representa el 80 % del total
de la cépsida, cada capsomero presenta 5 copias
idénticas y; la proteina menor L2, que estd en menor
proporcién que L1 y tiene un peso molecular de
aproximadamente de 75 Kd) (17).

A partir de un promotor temprano (PE) se generan
las proteinas virales tempranas: E1,E2,E4,E5,E6y
E7 que son proteinas no estructurales, relacionadas
con el control de la replicacién, la transcripcién y
la expresion genética del virus. Su expresion estd
estrechamente regulada tanto por factores celulares
especificos de tejido, como por las propias proteinas
virales. Mientras que los genes de expresion tardia,
se expresan en las células diferenciadas del epitelio
a partir de un promotor tardio (PL) para sintetizar las
proteinas estructuralesde lacapsidaviral: L1y L2 (17).

Ahorabien,lainfeccién por papiloma virus ocurre
através de abrasiones en el epitelio, que exponen las
células de la capa basal a la entrada de las particulas
virales. Una vez en el interior, el ciclo del virus esta
intimamente unido al programa de diferenciacién de
las células y aprovechando la maquinaria celular se
replica y se propaga. Se puede hablar de infeccién
productiva, cuando el virus expresa los genes
tempranos en las capas basal y parabasal y los genes
tardios en las capas suprabasales, de manera paralela
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ala maduracion del epitelio cervical dando lugar a la
produccién de particulas infecciosas; y de infeccion
latente (persistente) cuando el virus permanece en el
nudcleo de las células de la capa basal replicindose
como un pldasmido multicopia estable (episoma) pero
sin la produccién de virus infeccioso. Solo bajo la
influencia de ciertos factores endégenos y exégenos
(inmunodepresion local o general) no demasiado
conocidostodavia,estalatenciaevolucionaainfeccion
productiva (17).

El VPH se clasifica en relacion con su asociacion
concancer cervical y lesiones precursorasy se dividen
en tipos de bajo riesgo: 6, 11,42,43,y 44. Los tipos
de alto riesgo: el 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58,59, 66, 68,70,73y 82. Y los de riesgo
intermedio: 26, 30,61 y 64 (4,5).

El modo de transmisién del VPH genital se
transmite principalmente mediante el contacto directo
de piel a piel durante el sexo vaginal, oral o anal. No
se propaga a través de la sangre o fluidos corporales.
De hecho, la transmisién mediante contacto genital
sin penetracion (sin coito) no es comun, pero puede
ocurrir. En cuanto a la transmisién del virus de una
madre a hijo durante el parto es poco comin, pero
puede ocurriry causar verrugas en las vias respiratorias
(triquea y bronquios) y los pulmones, causandole
papilomatosis respiratorias (18).

Entre los factores de riesgo para adquirir el virus
se encuentra la paridad, nimero de parejas sexuales,
tener menos de 25 afios de edad, uso de anticonceptivos
orales por mds de 5 afios, hdbitos tabdquicos, iniciar
relaciones sexuales a una edad temprana (16 afios o
menos) y en mujeres que tienen una pareja que ha
tenido numerosas parejas sexuales diferentes y/o que
suparejamasculinaque nohasido circuncidado (4,17).

Parael diagnéstico se encuentrala historiaclinica:
anamnesis y examen fisico; citologia; colposcopia;
biopsia y estudios: como la microscopia electrénica,
inmunohistoquimica, los métodos de deteccion de
ADN (southern blot, filtros de hibidacién, solucién
de hibridacién con deteccion enzimatica, hibridacion
in situ y PCR) (9).

Con respecto a la citologia, es un procedimiento
para detectar células atipicas en el frotis del cuello
uterinoy asi se pueden detectar precozmente lesiones
precursoras del carcinoma invasor (15). Mientras
que la colposcopia se emplea para el examen visual
del cuello uterino bajo aumento como auxiliar en el
diagnésticode las neoplasias cervicales. Laindicaciéon
mas comun para la colposcopia es un resultado
positivo en las pruebas de tamizaje por ejemplo,
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citologia positiva. Un elemento clave del examen
colposcopico es la observacion de las caracteristicas
del epitelio cervical después de la aplicacion sucesiva
de solucidn salinaisotonica, solucion de acido acético
del 3 % al 5 % y solucién yodoyodurada de Lugol.
Las caracteristicas de los cambios acetoblancos en
el cuello uterino después de la aplicacion del 4cido
acético diluido son ttiles en la interpretacién de la
colposcopiay paradirigirlas biopsias. Los cambios de
color del cuello uterino tras la aplicacién de solucién
yodoyodurada de Lugol dependen de la presencia o
ausencia de glucégeno en las células epiteliales (16).

Aunado a ello, mediante la biopsia la lesién por
virus papiloma consiste en hiperplasia del epitelio
con papilomatosis, acantosis, queratinizacién de
células aisladas, células binucleadas y una forma
caracteristica de citolisis parcelar en las células
intermedias: la coilocitosis, que no son otra cosa que
células con citoplasma de aspecto vacio y nucleo
retraido,oscuro,amenudo excéntrico, sin aumento de
la relacion nidcleo-citoplasma. En esta fase el ADN
viral flota en el nicleo constituyendo el episoma y
hace que se manifieste histolégicamente sobre todo
por coilocitosis (que representa la fase productiva
de infeccién viral), y como neoplasia intraepitelial
cervical, que si afecta mas alld del tercio inferior del
epitelio corresponde a una neoplasia intraepitelial
cervical I (NIC I). Cuando son mds acentuadas y
abarcan hasta los dos tercios basales del epitelio, se
trata de una neoplasia intraepitelial cervical II (NIC
IT). Cuando son atin mds acentuadas y comprometen
mads alld de los dos tercios inferiores del epitelio,
pero no todo el espesor, la lesiéon corresponde a
una neoplasia intraepitelial cervical III (NIC III) y
cuando compromete el 100 % del espesor sin ningtin
signo de maduracién de las células hacia los estratos
superiores, se trata de un carcinoma in situ (17).

En relacion, con la tecnologia disponible para la
deteccion molecular del ADN viral, se cuenta con
sistemas de hibridacién directa en soporte sélido
(hibridacién in situ), hibridacién en soporte liquido
(captura de hibridos) y los métodos basados en la
reaccion en cadenadelapolimerasa (PCR),utilizando
oligonucleétidos sintéticos especificos y/o consenso
parasu aplicacion, la cual existe una variante de PCR
denominada en Tiempo Real (usado para estudio de
VPH) que se basa en la deteccion de la emision de
fluorescencia durante cada ciclo de amplificacion,
lo cual permite el monitoreo continuo de la reaccién
de PCR, y un rayo laser excitador es transmitido a la
muestra por unafibraoptica. Es decir,que los procesos
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de amplificacién y deteccion se producen de manera
simultdnea en el mismo vial cerrado, sin necesidad
de ninguna accién posterior, ya que, la deteccién por
fluorescencia se puede medir durante laamplificacién
y asf la cantidad de ADN formado (19).

Asi pues, se comprende que, la deteccién y
tipificaciéon del VPH mediante PCR se ha convertido
en los dltimos afios en una herramienta importante y
necesaria parael clinico,paraesclarecer y determinar
silos cambios neoplédsicos del cérvix en determinados
casos,pueden estar relacionados etiolégicamente con
este agente, y que de esta manera, permitira definir
las conductas terapéuticas y de control en los casos
que se identifique la presencia del virus dependiendo
de su genotipo.

Por lo anteriormente expuesto surgio6 la inquietud
de larealizacién del siguiente estudio con el objetivo
de determinar los tipos de virus papiloma humano
mediante la técnica de cadena polimerasa en lesiones
preneopldsicas y neopldsica (cancer in situ).

METODOS

Fue un estudio de tipo descriptivo transversal, no
experimental y de campo, realizado desde desde el
01 de noviembre 2013 hasta el 31 de julio 2014 en
pacientes que acudieron a la consulta de patologia
cervical del Hospital Universitario “Dr. Pedro Emilio
Carrillo” Valera Estado Trujillo con diagnéstico
citolégico, colposcépico e histopatolégico de VPH
asociados a NIC I, II, IIT y cancer in situ. De igual
manera, se les informé alas pacientes de los objetivos
y cardcter de la investigacién, garantizandoles la
confiabilidad de los datos que se recolectaron, con
previo consentimiento de ellas. Posteriormente, se
les aplic6 una entrevista estructurada y se procedié
a la toma de muestra. Por tal motivo, se incluyeron
todas las pacientes con: diagndstico citolégico,
colposcopico e histopatolégico de VPH asociado
a NIC I, I1, III y cancer in situ, de cualquier edad.
Mientras que se excluyeron las que tenian: antecedente
de relaciones sexuales en las 24 horas previas al
examen, antecedente de uso de duchas vaginales
o lubricantes en las 24 horas previo al examen,
antecedente de tratamiento farmacolégico via vaginal
de 1 a 6 dias previos, paciente con la menstruacion
o sangrado al momento de tomar la muestra, el uso
de 4cido acético o lugol para identificar lesiones al
momento de tomar la muestra, puérperas y pacientes
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con el virus de inmunodeficiencia humana (HIV)
positiva.

Se disend un instrumento de recoleccion de datos,
que se constituy6 en dos partes. La primera parte,
contuvo los datos de identificacion, donde se plasmé
los antecedentes personales, familiares y gineco -
obstétricos. Mientras tanto, la segunda parte, estuvo
conformada por la citologia, colposcopia, biopsia y
tipificacion mediante PCR.

Se ejecuto el instrumento mediante la entrevista,
luego,seprocedid atomarle acadapaciente unamuestra
de exfoliado cervical por la técnica de hisopado, y
fueron recogidas en un tubo recolector, otorgado por
ellaboratorio clinico e inmunodiagnéstico BRIMED.
C. A.RIF:J-31737423-1. Dichamuestra se mantuvo
refrigerada (4-8 °C) hasta su envio, sin exceder 72
horas. Posteriormente, se procedié mediante un kit
de diagnéstico de alto riesgo para virus del papiloma
humano mediante reaccion de cadena polimerasa con
fluorescencia para la cuantificacién del mismo. La
amplificacién del ADN del virus es detectada como
un incremento de la fluorescencia.

Analisis estadisticos

Al obtenerlainformacion, se realizé unatabulacion
de los datos a través del vaciamiento del instrumento
de recoleccion, en una matriz editora de datos del
programa informdtico SPSS; donde se analizaron
las variables establecidas utilizando cifras absolutas,
porcentuales y medias mdas desviacion estidndar,
expresandose en tablas.

RESULTADOS

Se incluyeron 102 pacientes de la consulta de
Patologia cervical, de las cuales se excluyeron 60
correspondientes al 58,8 % ya que cumplian con los
criterios de exclusion anteriormente expuestos, por
lo que la muestra final se conformé por 42 pacientes
(41,2 %). De esa muestra, el mayor numero se ubicéd
entre los 34 a 39 afios de edad con 10 pacientes. Entre
los factores deriesgo,lamenarquia fue entre 12 4 afos,
con una duracién de 4 4 dias y un ciclo de 29 4 dias,
con un inicio de la primera relacion sexual a los 17,2
afos de edad, y con solo dos embarazos el nimero
de gestas. Con el uso de anticonceptivos orales 38
pacientes (90,48 %) si consumian dicho medicamento,
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mientras que en los hibitos tabaquicos 41 pacientes
(97,62 %) no poseian el habito. En relacién con los
antecedentes oncologicos, 33 pacientes (78,57 %) no
tenian familiares con patologias oncolégicas.

En cuanto a la citologia cervicovaginal por grupo
etario (Cuadro 1) el LIEbg fue el mas comin en un
total de 22 pacientes, mayormente entre las edades
de 46 a 51 afios en 5 pacientes, sin embargo, del
LIEag fue sobresaliente entre las edades de 34 a 39
afios, con un nimero de 7 pacientes, con una calidad
satisfactoria de la muestra en un 100,00 %, con
observaciones positivas de células coilociticas en 41
muestras (97,62 %).

Con respecto a la colposcopia por grupo etario
(Cuadro 2) dieron positivas en 37 pacientes, siendo
el mayor nimero entre las edades de 28 a 33 afios
con 9 pacientes (24,32 %), mientras que las pacientes
con colposcopia negativa fueron ubicadas entre las
edades de 34 a 39 afios con 3 pacientes (60,00 %).
Aportando de estamanera,una sensibilidadde 11,9 %
y una especificidad del 88,1 %.

Cuadro 1

Citologia cervicovaginal por grupo etario

Por suparte,en labiopsiadirigida de cuello uterino
por grupo etario, el NIC I fue el mas frecuente con un
total de 20 pacientes, dispuesto entre las edades de 46 a
51 afios con 6 pacientes, y el menos frecuente el cancer
in situ con un total de 4 pacientes, ubicado entre las
edades de 22 a 33 afios con 2 pacientes, y entre 34 a
39y46a51 afios con 1 solapacienterespectivamente.
Reportando en 40 pacientes (95,24 %) positivo para
células coilociticas compatible con VPH.

Enrelacion al estudio mediante PCR para VPH por
grupo etario (Cuadro 3), report6é que dieron positivo
para VPH un total de 24 pacientes,dentro de las cuales
el mayor nimero se encuentra entre las edades de 34
a 39 anos con 7 pacientes (29,17 %). Mientras que
dio negativo para VPH en 18 pacientes, ubicandose
frecuentemente entre las edades de 46 a 51 afios con
6 pacientes (33,33 %). Lo que indica que la técnica
por PCR para VPH obtuvo unasensibilidad de 57,1 %
y especificidad de un 42,9 %.

En cuanto alos genotipos de VPH por grupo etario
(Cuadro 5) el genotipo de riesgo bajo (el genotipo
6) fue el mas comin en un total de 12 pacientes,
ubicidndose mayormente entre las edades de 34 a
39 afios con 4 pacientes. El de riesgo intermedio
tuvo un total de 2 pacientes comprendidas entre las
edades de 22 a 27 y 28 a 33 afios con 1 paciente en

Edad LIE bajo LIE alto Total  Total % cada grupo respectivamente. El de riesgo alto tuvo
grado grado un total de 10 pacientes, siendo el mds comin los
de otros genotipos en 7 pacientes; mientras que el
22-27 4 1 ) 11,90 genotipo 16 fue el menos comun con un total de 3
28 - 33 4 S 9 21.43 pacientes. Encontrdndose mayormente los de otros
ig:iz g Z 160 ﬁg; genotipos entre las edades de 28 a 33 afios con 3
46 - 51 5 3 3 19.05 pacientes. Mientras que el genotipo 16 se ubicé entre
=52 4 0 4 9”52 las edades de 34 a 39 afnos con 2 pacientes y entre las
edades de 28 a 33 afios con 1 paciente.
Cuadro 2
Colposcopia por grupo etario.
Reporte colposcopico
Edad Positivo Negativo Total
Absoluto Porcentual Absoluto Porcentual Absoluto Porcentual
22 -27 4 10,81 1 20,00 5 11,90
28 -33 9 2432 0 0,00 9 2143
34 -39 7 18,92 3 60,00 10 2381
40 - 45 6 16,22 0 0,00 6 14,29
46 - 51 7 18,92 1 20,00 8 19,05
=52 4 10,81 0 0,00 4 9,52

Sensibilidad = 0,119 =119 %
Especificidad = 0,881 = 88,1 %
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Cuadro 3

Biopsia dirigida de cuello uterino por grupo etario

Edad Cervicitis NICI NIC II NIC III CA In situ Total Total %
22 -27 2 3 0 0 0 5 11,90
28 -33 1 3 1 2 2 9 2143
34 -39 0 4 3 2 1 10 23,81
40 - 45 0 2 3 1 0 6 14,29
46 - 51 0 6 1 0 1 8 19,05
=52 2 2 0 0 0 4 9,52
Cuadro 4

PCR para VPH por grupo etario

VPH Negativo Positivo Total
Edad Absoluto Porcentual Absoluto Porcentual Absoluto Porcentual
22 -27 1 5,56 4 16,67 5 11,90
28 -33 3 16,67 6 25,00 9 2143
34 -39 3 16,67 7 29,17 10 23,81
40 - 45 3 16,67 3 12,50 6 14,29
46 - 51 6 33,33 2 8,33 8 19,05
=52 2 11,11 2 8.33 4 9,52
Sensibilidad = 0,119 =571 %
Especificidad = 0,881 =429 %
Cuadro 5
Genotipos de VPH por grupo etario

Genotipos
de VPH Riesgo Bajo Riesgo Interm Riesgo Alto Total
Edad 6 Int 16 Otro Absoluto Porcentual
22 -27 3 1 0 0 4 16,67
28 -33 1 1 1 3 6 25,00
34 -39 4 0 2 1 7 29,17
40 - 45 1 0 0 2 3 12,50
46 - 51 2 0 0 0 2 8,33
=52 1 0 0 1 2 8,33

Y por udltimo, en el Cuadro 6, se presenta la pacientes. Asimismo, solo se reportaron 2 genotipos
distribucién de los genotipos de VPH por tipo de de riesgo intermedio ubicdndose en el NIC Iy el NIC
lesion cervical, de las 12 pacientes positivas para IIT con 1 paciente respectivamente. A su vez, de las
el genotipo 6, se encontré el NIC I como el tipo de 10 pacientes positivas para genotipos de riesgo alto,y
lesion cervical mas afectado por ese genotipo con 5 de las 7 pacientes que fueron identificadas con otros
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Cuadro 6

Genotipos de VPH por tipo de lesiéon cervical

Genotipos

de VPH Riesgo Bajo Riesgo Interm Riesgo Alto Total

Tipo De

Lesién 6 Int 16 Otro Absoluto Porcentual
Cervicitis 3 0 0 2 5 20,83
NICI 5 1 0 1 7 29,17
NIC II 3 0 0 2 5 20,83
NIC III 1 1 2 1 5 20,83
Ca in situ 0 0 1 1 2 8,33

genotipos como los mas comunes, las lesiones tipo
cervicitis y NIC II fueron los mas habituales, con 2
pacientes en cada grupo. Sin embargo, el genotipo
16 fue hallado frecuentemente en el NIC III. Con el
cancer in situ se identificaron los genotipos de riesgo
alto con un total de 2 pacientes, siendo el genotipo
16 y el de otro genotipo los mds comunes, con 1
paciente en cada grupo.

DISCUSION

Debido a que actualmente el cdncer de cuello
uterino es la segunda causa de muerte oncolégica en
mujeres venezolanas (2), la deteccion y tipificacion
del VPH mediante PCR se ha convertido en una
herramienta importante y necesaria para el clinico,
para definir las conductas en los casos que se
identifique la presencia del virus, esto lo estipuld
Melo y col. (8) en su estudio, demostrando que la
deteccion y tipificacién viral pueden proporcionar
informacién valiosa para la seleccion de pacientes,
seguimiento y asignacion de los recursos.

Por consiguiente, en este trabajo de investigacion
de tipo descriptivo transversal, no experimental y de
campo, se pudo determinar los tipos de VPH mediante
latécnica PCR enlesiones preneopldsicas y neopldsica
(cancer in situ) en las 42 pacientes estudiadas, dentro
de las cuales 24 pacientes fueron positiva, mientras
que 18 dieron negativas, arrojando que la técnica es
altamente sensible y adecuada para la deteccion del
virus.

Aunado a ello, de la muestra estudiada, el mayor
ndmero de pacientes se ubico entre las edades de 34 a
39 afios,lo que permite comprender que se debe llevar
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un control y seguimientoriguroso,atodaslas mujeres y
muy especialmente aquellas entre estas edades. Entre
los factores de riesgo como la menarquia, duracion,
ciclo menstrual, primera relacién sexual, nimero
de gestas, uso de anticonceptivos orales, habitos
tabaquicos y antecedentes oncoldgicos familiares,
no fueron significativos en el estudio.

En cuanto a la citologia cervicovaginal por grupo
etario, Abreu (7) y Garcia (12) demostraron que la
LIEbg fue mds frecuente entre las pacientes estudias,
de manera similar, se demostré en esta investigacion
con un total de 22 pacientes, mayormente entre las
edades de 46 a 51 afios, sin embargo, es importante
destacar, que a pesar de que el LIEag fue el menos
frecuente, si fue el mas sobresaliente entre las edades
de 34 a 39 afios.

Con respecto a la colposcopia por grupo etario
resulté que fue sensible en un 11,9 % y especifica en
un 88,1 %,encontrandose 37 pacientes positivas en el
estudio, halldindose mayormente entre las edades de 28
a 33 afios, mientras que las pacientes con colposcopia
negativa fueron ubicadas entre las edades de 34 a 39
afos, resultado que no concuerda si se relaciona con
lo hallado la citologia en esas mismas edades, sin
embargo, Martinez (13) en suinvestigacion determind
que en cuanto a los resultados de amplificacién; y los
encontrados en biopsias, citologia y colposcopias,
algunos no fueron concordantes.

Por suparte,en labiopsiadirigida de cuello uterino
por grupo etario, Abreu (7) y Lugo (9) obtuvieron al
NIC I como la lesién cervical més frecuente. En este
trabajo el NIC I fue el mas destacado, dispuesto entre
las edades de 46 a 51 afios, y el menos frecuente el
cancer in situ,ubicado habitualmente entre las edades
de 22 a 33 afios.
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En relacion al estudio mediante PCR para VPH
por grupo etario, dieron positivo para VPH un
total de 24 pacientes, dentro de las cuales el mayor
ndmero se encuentra entre las edades de 34 a 39 afios,
mientras que dieron negativo para VPH 18 pacientes,
ubicandose frecuentemente entre lasedadesde 46 a51
afos, mostrando que la técnica tuvo una sensibilidad
de 57,1 % y una especificidad de un 42,9 % para el
total de la muestra. Esto lo corroboran Susana y
col. (10) y Quinteroy col. (11) en sus estudios, donde
concluyeron de que la técnica es apropiada para el
diagnéstico y tipificacion de VPH en muestras del
4rea genital.

En cuanto a los genotipos de VPH por grupo
etario, Quintero y col. (11) demostraron que el VPH
de riesgo bajo es el mas frecuente, especificamente
el genotipo 6, esto mismo se verific6 en este trabajo,
en un total de 12 pacientes, ubicindose mayormente
entre las edades de 34 a 39 afios. Por su parte, el de
riesgo intermedio tuvo un total de 2 pacientes ubicadas
entre las edades de 22 a 27 y 28 a 33 anos, por lo que
son menos frecuentes entre el total de las pacientes
estudiadas. Por otro lado, el de riesgo alto tuvo un
total de 10 pacientes, siendo el mas comun los de
otros genotipos encontrandose mayormente entre las
edades de 28 a 33 afios, por lo que Sudrez y col. (4)
concluyeron que en sus pacientes la tipificacion del
VPH noreflejaron aquellos reportados en otros paises,
y por tal motivo plantearon la necesidad de realizar
estudios epidemiol6gicos a gran escala que incluyan
otros genotipos de riesgo alto, situacion similar que se
pudiera plantear para el Estado Trujillo. Por su parte,
el genotipo 16 fue el menos comun ubicandose entre
lasedades de 34 a39 afios y entre las edades de 28 a 33
afios. Aunque,Susanay col. (10),Quinteroycol. (11)
y Rios y col. (14) en sus investigaciones reportaron
que el genotipo 16 fue el mas comin, concluyendo
de que existe una alta tasa de infeccidn con este tipo
de genotipo entre esas mujeres estudiadas.

A su vez, en relacion con la distribucién de los
genotiposde VPH portipodelesion cervical,Lugo (9)
reporta como el NIC I la lesion histopatolégica mas
frecuente, resultando el genotipo indeterminado
como el méds comtn y solo el genotipo 6 representd
el 25 %, sin embargo, en este trabajo el genotipo
6 fue el mas destacado, encontrandose el NIC 1
como el tipo de lesidn cervical mds afectado en este
genotipo. Asimismo, solo se reportaron 2 genotipos
de riesgo intermedio ubicdndose en el NIC I y el NIC
III. Por su parte, de los genotipos de riesgo alto, los
de otros genotipos diferentes al 16 y 18, fueron los
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mads comunes, encontradndose principalmente en las
lesiones tipo cervicitis y NIC II. Sin embargo, en el
NIC III se encontré mayormente el genotipo 16, por
lo que corresponde a lo estudiado por Melo y col. (8)
quienes concluyeron que en lamayoriadelaslesiones
de alto grado los virus de VPH mds comunes son los
genotipos de riesgo alto. Por otro lado, en relaciéon
al cancer in situ los genotipos de riesgo alto solo se
identificaron con esta lesion, siendo el genotipo 16
y el de otro genotipo los mds comunes. Garcia (12)
concluye que los VPH de alto riesgo estan presentes
en todos los casos de cancer de cérvix, siendo el
genotipo 16 el més frecuente.
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