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Resumen

El Virus del Papiloma Humano (HPV), posee una predileccion por los tejidos poliestratificados, con persistencia en capas basales,
de alli que a partir de ello es el agente etiologico del cancer de cérvix, principalmente. Este tipo de cincer es el segundo mas fre-
cuente en mujeres, alrededor del mundo. El HPV es tnico agente infeccioso oncogénico que lo provoca. Se realiz6 un trabajo para
determinar la prevalencia del virus en mujeres, utilizando técnicas de deteccion de ADN mediante PCR, en tiempo real, a partir de
biopsia de cérvix, ademas de establecer las caracteristicas histopatologicas y clinicas relacionadas. La prevalencia fue del 30,67%,
la presentacion histopatologica més frecuentemente infectada fue el Cancer de cérvix y el in situ. Mientras mas displésica es la
histopatologia del cérvix, mas frecuente es la presentacion del virus. Se demostrd una asociacion entre la exposicion a la infeccion
y la presencia de secrecion vaginal blanquecina y la dispareunia.
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Histopathological and clinical characterization
of Human Papilloma Virus infection in cervical
samples. Teodoro Maldonado Carbo “IESS”

Abstract

Human Papilloma Virus (HPV) has a predilection for poly-stratified tissues, with persistence in the basal layers, hence mainly is the
etiological agent of cervical cancer. Cervical cancer is the second most common cancer in women worldwide. HPV is unique oncogenic
infectious agent that causes it. The objective of the study was to determine the prevalence of the virus in women, using DNA detection
techniques through PCR, in real-time, from the cervical biopsy. In addition, the related histopathological and clinical characteristics
were established. The prevalence was 30.67%, the most frequently infected histopathology presentation was cervical and in situ
cancer. The more dysplastic the histopathology of the cervix, the more frequent the presentation of the virus. An association between
exposure to infection and the presence of whitish vaginal discharge and dyspareunia was demonstrated.
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I. INTRODUCCION

El Virus del Papiloma Humano (HPV) pertenece
a la familia Papilomaviridae, género alfa; posee
un genoma de ADN de doble cadena circular, que
codifica para 9 genes: E1-E7 (early o tempranas),
L1y L2 (late o tardias) y region de control o LCR.
Dos grupos son importantes, los que codifican para
regiones muy conservadas: E1, E2, L1 y L2 que
permiten identificar los virus independientemente
de sus polimorfismos mediante técnicas
moleculares; el segundo grupo representado por E6
y E7, codifican proteinas que le sirven al virus para
inmortalizarse e inducir la transformacién celular,
lo que finalmente provoca células neoplasicas y el

cancer (Spencer Eugenio & Ferrés Marcela, 2011)

(Santos-Lopez, = Marquez-Dominguez, Reyes-
Leyva, & Vallejo-Ruiz, 2015).

HPV tiene predileccion por los tejidos
poliestratificados con persistencia en capas

basales. Por ello, es el principal agente etioldgico
del cancer de cérvix, el segundo cincer maés
frecuente en mujeres alrededor del mundo (Hutter
& Decker, 2016). La incidencia de cancer de cérvix
en las Américas es de 83 195 casos registrados en
el informe del Institut Catalad”Oncologia al 15 de
enero de 2014, siendo la cuarta causa de cancer
maés frecuente en mujeres y el segundo mas comtn
entre las mujeres de 15-44 afios. En Sudamérica
representa el segundo cincer mas frecuente en
mujeres y en aquellas entre 15-44 afios. En este
mismo reporte, Ecuador registra 2094 casos, con
una tasa cruda de 28,2 por cada 100 000 mujeres
por afio (De Sanjosé et al., 2012).

Las técnicas de screening del cancer de cérvix
pueden ser: inspeccion visual con acido acético
(VIA), que posee una especificidad del 82% (64-
98%) y sensibilidad del 84% (66- 96%), con una
alta tasa de falsos positivos; frotis o citologia
cervical con Papanicollaou, pero con este método
los diagnésticos citolégicos e histolégicos soblo
poseen una concordancia del 50% de los casos,
presentando una sensibilidad del 78% (30-87%)
y especificidad del 62% (61-94%) (Soost, Lange,
Lehmacher, & Ruffing-Kullmann, 1991).

Las técnicas de deteccion de HPV disponibles,
se clasifican en dos grupos: los que reportan la
presencia de grupos de alto riesgo, sin especificar
qué grupo/genotipo; y los que reportan los tipos
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16 y 18, mayormente asociados con alto riesgo
de neoplasia, a través de la deteccion de ADN,
ARN y de los marcadores del virus que inducen la
transformaci6on maligna. Las muestras que utilizan
son obtenidas a partir de hisopado o cepillado
cervical. Métodos para detectar el virus en cancer
de cabeza y cuello, ano o pene no estan aprobados
aan por la FDA (Goodman, 2015).

El presente trabajo busca determinar la
prevalencia del virus en mujeres de 18 afios en
adelante, utilizando técnicas de deteccion de
ADN mediante PCR, en tiempo real, ademas de
establecer las caracteristicas histopatolégicas y
clinicas relacionadas.

II. DESARROLLO

1. Metodologia

Se realizdé un estudio transversal, observacional,
retrospectivo, de prevalencia, en el Hospital
Teodoro Maldonado Carbo “IESS”, wubicado
en Guayaquil, Ecuador, a partir de muestras
recolectadas durante el afio 2014. Esta unidad
hospitalaria recibe una gran cantidad de pacientes
pues
pertenece a la red de salud estatal y ademas, existe
la obligatoriedad en el pais de integrarse al sistema
de seguro de salud que cubre esta institucién. El
estudio fue aprobado por el comité de bioética
COBI-IRB-1.

Todos los procedimientos fueron realizados
de Microbiologia y de
Biologia Molecular de la Escuela de Medicina
de la Universidad Espiritu Santo, de Guayaquil,
Ecuador.

El Universo estuvo conformado por todas las

de wvarios estratos socio-econémicos,

en los laboratorios

mujeres con vida sexual activa que acudieron a

realizarse una biopsia de cérvix, ordenada por su

médico, como parte de su programa de prevencion

del cancer de cérvix, durante el periodo Enero a

Junio de 2014.

Los criterios de inclusién fueron:

— Edad: 18 afios en adelante.

— Vida sexual activa.

provenientes de
durante el periodo de estudio.

— Datos clinicos y epidemiolégicos disponibles en
su mayoria.

El criterio de exclusion de este trabajo fue:

— Muestras este Hospital,
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— Muestra inadecuada y/o insuficiente para los
procesamientos.
— Amplificacién negativa para beta globina.

1.1. Obtencién de las muestras y datos

Se recolectaron todas las biopsias de cérvix
embebidas en parafina, a partir del Laboratorio de
Anatomia Patologica del Hospital, que ingresaron
durante los meses de Enero a Junio del ano 2014,
previa autorizacion de las Autoridades de docencia
y del Laboratorio. Se tomaron ademas los datos
clinicos y epidemioldgicos disponibles en el sistema
informatico de la Institucién, los cuales fueron
llenados en una ficha, que luego fue ingresada en
una base de datos de Excel.

1.2. Cortes histolaogicos

A partir de cada bloque de parafina se realizaron
dos tipos de cortes, uno que era utilizado para la
extraccion de ADN vy el segundo, que era para la
tincion de Papanicolaou.

Para la extraccion se realizaron 8 a 10 cortes
de mas de 10 um de grosor, los cuales fueron
introducidos en un tubo de Eppendorf ® de 1,7 uL.
Por cada bloque de parafina, se obtuvieron 2 tubos.

Para la tinci6n se obtuvieron 2 cortes de 4-6 pm
de grosor, los cuales fueron colocados en sendas
placas porta objetos de vidrio para posterior
procesamiento.

1.3. Tincién de Papanicolaou

Por cada bloque de parafina se procesaron dos
placas, las cuales fueron sometidas primero a
desparafinacion e hidrataciéon con Xilol y etanol
en grado descendiente. Posteriormente lavadas
con agua destilada por 2-3 ocasiones; seguidas de
inmersion en Hematoxilina por 5 minutos, lavado y
decoloracién con alcohol-acido; luego sumergidas
en agua de amonio, lavadas y sometidas a la eosina.
Finalmente se introdujeron en etanol en grado
ascendiente y en Xilol.

1.4. Extracciéon de ADN

Para este procedimiento se utiliz6 el kit comercial
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit, de Qiagen ®,
siguiendo las instrucciones del fabricante.

1.5. Observacion de las placas

Todas las placas fueron observadas mediante
microscopia 6ptica, en Microscopio OlympusCX31,
utilizando los objetivos 10X y 40X. Se utiliz6 la
clasificacion propuesta por Richart (Nueva York),
en 1967 de Neoplasia Intraepitelial cervical (3
grados), carcinoma in situ y cancer de cérvix, para
el diagndstico histologico de las muestras (Richart,
1969;Richart, 1973)

1.6. Deteccion molecular del virus

Se realiz6 una PCR en tiempo real utilizando
los cebadores universales MYo9 y MYi11, a
concentracion final por reaccidon de 0,2 uM. Estos
amplifican la region/gen altamente conservada L1
del virus (Lee, Vigliotti, Vigliotti, & Jones, 2014;
Qu et al., 1997). Se utiliz6 ademas mezcla pre mix
GoTag® qPCR Master Mix, con marcaje Sybr a
concentracion 1X. Se anadidé agua ultra pura hasta
completar volumen total de 15 pL. Se usaron 5 puL
de ADN de muestra, a una concentracion de 100
ng.

La amplificaciéon se realizd en el termociclador
Mastercycler Eppendorf Realplex con el software
Eppenforfrealplex 2.2., utilizando el programa: 95
°C, 2 min; 95°C, 1 min, 57°C, 1 min, 60°C, 1 min 40
ciclos; 95°C, 15 seg; para la curva de melting: 40°C,
60 seg, 97°C, 1 seg, por 20min. Para cada corrida se
utilizaron controles positivos y negativos, ademas
de un control interno de cada muestra mediante la
amplificacién de la beta globina.

2. Resultados

Se obtuvieron 135 bloques con biopsias de
tejidos de cérvix, embebidos en parafina. De
éstas muestras, 75 cumplieron con los criterios
de inclusi6n y exclusion, el resto no pudieron
ser procesadas por la mala calidad del tejido y
la escasa cantidad de muestra. Sin embargo, dos
muestras no presentaban la edad de la paciente,
y una muestra no mostraba las caracteristicas
clinicas del individuo.

La presencia del virus del Papiloma Humano
fue detectada mediante PCR en 23 muestras, lo
que corresponde al 30,67%. La distribuci6on de
las caracteristicas histopatologicas y clinicas se
muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas clinica e histopatologicas de Papiloma Virus Humano.

Variable Muestra HPV + HPV -
Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje

Grupo Etario
0-20 afios 3 4,11% 0 0,00% 3 100,00%
21-30 afios 24 32,88% 5 20,83% 19 79,17%
31-40 afios 22 30,14% 7 31,82% 15 68,18%
41-50 afios 16 21,92% 5 31,25% 11 68,75%
51-60 afios 3 4,11% 2 66,67% 1 33,33%
61-70 afios 4 5,48% 2 50,00% 2 50,00%
71-80 afios 1 1,37% 1 100,00% 0 0,00%
Total 73 100,00% 22 30,14% 51 69,86%
Diagnostico histopatologico
NICI 57 76,00% 15 26,32% 42 73,68%
NICIT 6 8,00% 2 33,33% 4 66,67%
NIC 11T 3 4,00% 1 33,33% 2 66,67%
CIS 5 6,67% 3 60,00% 2 40,00%
CAC 4 5,33% 2 50,00% 2 50,00%
Total 75 100,00% 23 30,67% 52 69,33%
Secrecion vaginal
Blanquecina 37 50,00% 13 35,14% 24 64,86%
Acuosa 15 20,27% 4 26,67% 11 73,33%
Sanguinolenta 4 5,41% 1 25,00% 3 75,00%
Maloliente 10 13,51% 2 20,00% 8 80,00%
Sangrado vaginal 4 5,41% 1 25,00% 3 75,00%
Muestra total 74
Otras manifestaciones clinicas
Fatiga 32 43,24% 9 28,13% 23 71,88%
Pérdida de peso 20 27,03% 6 30,00% 14 70,00%
Anemia 37 50,00% 10 27,03% 27 72,97%
Dispareunia 8 10,81% 3 37,50% 5 62,50%
Hematuria 9 12,16% 1 11,11% 8 88,89%
Incontinencia 16 21,62% 4 25,00% 12 75,00%
urinaria
Sangrado rectal 3 4,05% 0 0,00% 3 100,00%
Dolor mi 14 18,92% 5 35,71% 9 64,29%
Muestra total 74
*Variables clinicas no son excluyentes; pacientes presentan mas de una.

Ademdas, se realizaron estadisticas de caracteristicas histopatolégicas y clinicas. Ver
asociacién, para determinar si existe relaciéon Tabla 2.
entre la presencia del virus y la expresion de las
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Tabla 2. Medidas de frecuencia, asociacion e impacto potencial de las caracteristicas
clinicas de los pacientes del estudio.

Variable de estudio Penfexp RP tmh
Sangrado vaginal - - - 10,05
Secrecion vaginal blanquecina 56,52 1,22* 7,08
Secrecion vaginal acuosa 17,39 0,82 - 3,21
Secrecion vaginal sanguinolenta 435 0,75 - 2,16
Secrecion vaginal maloliente 8,70 0,57 - 6,71
Fatiga 39,13 0,88 - 3,52
Pérdida de peso 26,09 0,97 - 0,65
Anemia 43,48 0,84 - 5,76
Dispareunia 13,04 1,36* 3,79
Hematuria 435 0,28 - 11,59
Incontinencia urinaria 17,39 0,75 - 4,74
Sangrado rectal - - - 10,05
Dolor mi 21,74 1,26* 3,88

Leyenda. Penfexp: prevalencia de enfermos expuestos; RP: razén de

prevalencia; Xmh: Chi de Mantel y Haenszel. *Asociacion estadistica

Como se observa en la Tabla 2, se han obtenido las
prevalencias de expuestos, la razéon de prevalencias
que en caso de ser mayor a 1 demuestra asociacion
(factor de riesgo/factor de proteccién) entre las
variables y el Chi cuadrado de Mantel-Haenszel, cuyo
valor calculado mayor a -1.96 a +1.96, determinara
que existe asociacién estadisticamente significativa
entre la variable (clinica/histopatologia) y la
exposicion (virus).

3. Analisis y Discusion de Resultados

La prevalencia de HPV en América Latina y el Caribe
es dos veces més alta que alrededor del mundo. En
este trabajo la prevalencia fue 30,67%, mas baja que
lo encontrado en trabajos similares en Colombia
(44,3%) y Pert (43,1%) (Camargo et al.,, 2014;
Grinsztejn et al., 2009; Iwasaki, Galvez-Philpott,
Arias-Stella Jr., & Arias-Stella, 2014).

Sin embargo, en otros estudios se observo que la
frecuencia de infeccidon por este virus, varia segin
el diagnostico cito-histopatologico que se utilice.
En este proyecto se utiliz6 PCR en tiempo real
para la deteccion, incrementando la sensibilidad y
especificidad.

En el presente trabajo se observd que 26,32%
de las muestras con diagnostico de NIC I eran HPV
positivas, en clasificacion Bethesda LSIL, frecuencia
bastante mas baja que las observadas en paises como
Venezuela con 68%, Chile 62%, Colombia 46,9% y

estudios previos en Ecuador.

Ademés en NIC IT y NIC III, HSIL en Bethesda, se
observo que la infeccion estuvo en 33,33%, mientras
que en Chile estuvo en 55,9%, 53,8% Colombia y
en estudios previos en Ecuador 50% (Bruni L et
al., 2013; Correnti et al.,, 2011; Murillo, Molano,
Martinez, Mejia, & Gamboa, 2009; Sanchez-Lander
etal., 2012).

En cuanto a la presentaciéon histopatolégica mas
frecuente, se encontr6 que mientras méas displéasica
es la histopatologia del cérvix, mas frecuente es la
presentacion del virus. Situacién que se explica a
través delos estudios previos de este virus y su relacion
con el cancer de cérvix (Almonte et al., 2008; Bava,
Thulasidasan, Sreekanth, & Anto, 2016; Bjurberg,
Beskow, Kannisto, & Lindahl, 2015; Sanchez-Lander
et al., 2012).

Este trabajo demostr6 una asociacién entre la
exposicion a la infeccién y la presencia de secrecion
vaginal blanquecina y dispareunia. Estos hallazgos
son similares a descripciones previas acerca de las
presentaciones clinicas de la infecciéon por el virus,
en las que se coloca que las manifestaciones clinicas
atipicas mas frecuentes, ademas de la presentaciéon
subclinica son: prurito, ardor, dispareunia, secrecion,
fisuras,
Eriksson, Rylander, & von Schoultz, 1988; Boden,
Rylander, Evander, Wadell, & von Schoultz, 1989;
Strand & Rylander, 1998; Wikstrom, 1995).

resequedad vaginal y disuria (Boden,
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III. CONCLUSIONES

La deteccion del HPV y sus caracteristicas tanto
clinicas como histopatoldgicas, en la poblacion, es de
vital importancia para generar planes de prevencion,
control, asi como para reconocer la utilidad de
las intervenciones gubernamentales. Ademaéas es
necesario desarrollar técnicas de deteccién de menor
costo que sean de facil sistematizacion y aplicacion.
Existen estudios desarrollados en el pais que se
enfocan Gnicamente en el segundo aspecto (Bruni L
etal., 2013).
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