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Introduccién

Resumen

Los papilomavirus humanos (VPH) son virus epiteliotrépicos de doble cadena de ADN que
producen lesiones verrugosas en piel y mucosas. Actualmente se conocen mas de 100 tipos,
de los cuales algunos de ellos tienen potencial oncogénico variable dependiendo de la capa-
cidad de transformacién e integracién en la célula hospedadora y estan fuertemente asocia-
dos con céancer cervical asi como otros tipos de cancer. Aun cuando los métodos tradiciona-
les como la técnica de Papanicolaou sigue siendo una herramienta valiosa para el tamizaje
de las lesiones producidas por el VPH, en las Ultimas décadas se han usado técnicas molecu-
lares como la reaccién en cadena de la polimerasa, Hibridizacion in situ, captura de hibridos
entre otras; las cuales son mas efectivas en cuanto a la deteccién de la infeccion. El objetivo
de esta revision es proporcionar informacién amplia y actualizada sobre el VPH que permitira
el mejor entendimiento del virus, su comportamiento patolégico, epidemiolégico, nuevos en-
foques de diagnostico y recientes avances en el area preventiva.

Palabras clave: VPH, neoplasias, virus papiloma humano, morfologia, diagnéstico, herra-
mientas moleculares, vacunas.

Abstract

Human papillomaviruses (HPV) are epitheliotropic and double-stranded DNA viruses, which
produce verrucous lesions in mucoses and skin. There are more than 100 types, and some of
them have an oncogenic potential which depends of its capacity of transformation and integra-
tion into the host cell. HPV are strongly associated with cervical and other kind of cancer. Even
though the traditional diagnostic methods like Papanicolaou cytology (Pap) continues being a
valuable tool for the tamizaje of the injuries produced by the VPH, in the last decades they
have been used molecular techniques like the polymerase chain reaction, Hibridization in situ,
capture of hybrids among others; which are more effective in the detection of the infection has
helped in the screening of HPV however, moleculars techniques such as polymerase chain
reaction and hybrids capture has been used in the last years showing better diagnostic effi-
ciency. The main purpose of this review is to give an update of HPV which will help to have a
better understanding of the virus, its pathological and epidemiological behavior, and the latest
in technology for its diagnostic and prevention.

Keywords: HPV, neoplasia, human papilloma virus, morphology, diagnostic, molecular
tools, vaccines.

células basales pueden permanecer en forma episomal,
en estado latente, o bien abandonar esa latencia y apro-

Los papilomavirus humanos son pequefios virus de ADN vechar la diferenciacién celular propia del epitelio cervi-
de doble cadena con una cépside proteica y al igual que cal.! De este modo, paralelamente a la maduracién del
otros virus, aprovechan la maquinaria celular para repli- epitelio cervical, los VPHs expresan sus genes de forma

carse; son epiteliotrépicos y una vez que alcanzan las secuencial; en primer lugar los genes tempranos (E1...
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EB8), en las capas basales y posteriormente, en capas su-
perficiales del epitelio mas diferenciado, expresan sus
proteinas tardias (L1 y L2) que forman la capside y per-
miten el ensamblaje de nuevas particulas virales que
repetiran el ciclo. En determinadas circunstancias fisio-
légicas de “permisividad inmunoldgica” y tras un perio-
do de persistencia de la infeccién, generalmente largo,
las particulas de ADN viral que se encuentran en forma
episomal, sufren un proceso de integracién dentro del
genoma celular y con ello una serie de acontecimientos
que conducen a un proceso de bloqueo de proteinas con
funciones importantes en el ciclo celular (p53 y Rb) vy,
como consecuencia, alteraciones en el crecimiento nor-
mal y diferenciacién del epitelio cervical seguidas de un
acumulo de errores genéticos (clastogénesis) que son la
base de la transformacién tumoral.?

Las manifestaciones de la infeccién por papilomavi-
rus (VPH) se han conocido desde hace mucho tiempo por
la presencia de verrugas,® su origen viral fue demostra-
do hace més de un siglo cuando se comprob6 que las
verrugas caninas podian ser transmitidas a animales sa-
ludables usando un extracto ultrafiltrado de dichas ve-
rrugas; y solo fue diez afios mas tarde que se demostré
que en el humano podia transmitirse de manera similar.®

El virus del papiloma humano puede clasificarse aten-
diendo a su diversidad genética, de modo que cuando
dos secuencias viricas presentan en la region L1 una
homologia inferior al 90% pueden considerarse genoti-
pos distintos. La trascendencia de esta diversidad gené-
tica no sélo reside en la posibilidad de clasificar los dis-
tintos papilomavirus, sino que este esquema de genoti-
po se corresponde con la relacidn filogenética de los ge-
notipos, su tropismo celular y, de forma interesante, su
potencial patégeno.*®

Actualmente se han caracterizado mas de 100 tipos
de VPH, con mas de 40 tipos anogenitales, de los cuales
15 de ellos son oncogénicos; y en humanos constituyen
uno de los grupos virales mas frecuentes que infectan el
epitelio de piel y mucosas: conjuntivas, cavidad oral, la-
ringe, arbol tragueobronquial, es6fago, vejiga, ano y trac-
to genital.3®

La implementacion de nuevas tecnologias de diagnos-
tico tanto histopatoldgicas como moleculares han ayu-
dado a mejorar la deteccién de este virus no sélo en la
mucosa cervical en donde se observa un gran porcentaje
de afeccién por VPH sino que se ha mejorado la detec-
cién en otras &reas anatomicas, en las cuales el virus era
dificil de detectar.” Actualmente se han disefiado varias
estrategias para desarrollar vacunas contra estos virus
que permitan eventualmente prevenir infecciones vira-
les y el desarrollo de cancer.

En esta revisién nos abocamos a un tema de gran
importancia mundial, ya que en los ultimos 30 afios se
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ha observado un alarmante incremento de la prevalen-
cia de la infeccién por el VPH siendo de vital interés
revisar los Ultimos avances que se han realizado en el
conocimiento basico y en el campo de la biomedicina
referidos a los papilomavirus y su relacién con los pro-
Ces0s oncogeénicos.

Morfologia y clasificacién

Los virus del papiloma humano o papilomavirus (VPH)
son un grupo de virus de ADN que pertenece a la familia
Papillomaviridae, no poseen envoltura, y tienen un dia-
metro aproximado de 52-55 nm.>® Las particulas virales
estan compuestas por una capside proteica, conformada
en un 95% por la proteina L1 y en un 5% por la proteina
L2, las cuales se ensamblan para formar capsémeros ico-
saédricos. En el interior de la capside se encuentra un
ADN circular de doble cadena de aproximadamente 8,000
pares de bases, constituido por ocho genes y una regién
regulatoria no codificante: LCR (Figura 1), la cual contie-
ne sitios de unioén para factores proteicos y hormonales
del hospedador necesarios para que el virus pueda com-
pletar su ciclo de replicacion.®

El genoma del VPH, lo conforman dos tipos de genes,
aquellos que son codificados en las etapas tempranas de
la infeccidn, conocidos como genes E (del inglés Early =
temprano), y aquellos que son codificados durante las
etapas tardias del ciclo replicativo del mismo, conocidos
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Figura 1. Estructura esquematica del genoma del VPH 16. Los genes
tempranos codifican proteinas involucradas en la regulacion viral (blo-
ques negros). La transcripcion de estos genes es mediada por secuencias
de la regién regulatoria (LCR) que también contiene sitios de replicacion
viral. Los dos genes de la region tardia codifican las proteinas de la cap-
side viral (bloques blancos). Tomado de: ver referencia (9).
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como L (del inglés Late = tardio). Se conocen seis genes
tempranos: E1, E2, E4, E5, E6 y E7 (aunque se considera
que E4 es en realidad un gene tardio), y dos tardios: L1y
L2. Los genes tempranos codifican proteinas involucra-
das en la replicacién y regulacion viral, asi como en su
capacidad carcinogénica. Por otro lado, los genes tardios
codifican las proteinas estructurales que conforman la
capside viral .5

A diferencia de lo que ocurre en otras familias virales,
las proteinas de la capside de los diversos tipos de VPH
son antigénicamente similares, por lo tanto los VPH no
pueden ser clasificados en serotipos; de tal forma, que
su clasificacién en genotipos y subtipos se basa en el
porcentaje de homologia de su secuencia de ADN. Hasta
el momento han sido caracterizados aproximadamente
100 tipos diferentes de VPH, los cuales pueden clasifi-
carse en dos grupos principales, de acuerdo con el sitio
de infeccidn: cutaneos y mucosos. En el cuadro I se pre-
senta un resumen de las lesiones més comunes asocia-

Cuadro I. Lesiones asociadas a diferentes tipos
de virus del papiloma humano.

Tipo de VPH Lesién asociada

Cuténeos

14 Verruca plantaris

2,4 Verruca vulgaris

3,10 Verruca plana

5,8,14,17,20 Epidermodisplasia verruciformis

7 Verrugas del carnicero

9,12,15,19,21-25,36,46,47 Epidermodisplasia verruciformis

41 Carcinoma de células escamosas
cutaneas

Mucosos

6 Condiloma acuminado

11 Papiloma laringeo

13,32 Hiperplasia epitelial focal

16,18,31,33,35,45,51,52,56 NIC, Carcinoma de cérvix

30 NIC, Carcinoma laringeo

39 NIC, Carcinoma de cérvix y
pene

34,58 NIC

40 NIC, NIP

42 NIC, papiloma vulvar

43 NIC, hiperplasia vulvar

44 NIC, condiloma vulvar

54 Condiloma acuminado

55 Papulosis Bowenoide

57 NIC

59 NIV

Referencia 24
NIC = Neoplasia intraepitelial del cérvix
NIP = Neoplasia intraepitelial del pene
NIV = Neoplasia intraepitelial de la vulva
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das con diferentes tipos de VPH. Los tipos de VPH muco-
sos asociados con lesiones benignas (VPH tipos 6 y 11
principalmente, VPH -40, -42, -43, -44, -54, -61, -70, -
72, -81 entre otros) son conocidos como tipos de “bajo
riesgo”, mientras que aquellos tipos asociados a lesiones
malignas (VPH-16, -18, -31, -33, -35, -39, -45, -51, -52,
-56, -58, -68, -73, -82) son conocidos como virus de “alto
riesgo”. 45911

Debemos tener en cuenta que ciertos tipos virales
pueden aparecer en lesiones cancerosas como resultado
de una coinfeccidn y no ser los agentes etioldgicos cau-
sales de la transformacion tumoral. Como es ldgico, los
estudios epidemioldgicos atribuyen variaciones poblacio-
nales importantes en la prevalenciay relacion causa/efec-
to de los diferentes tipos virales, sin embargo, es indu-
dable la gran prevalencia o implicacién en las patologias
de alto grado y carcinomas que en nuestra poblacién tie-
nen los tipos 16 y 18 y la que los tipos 6 y 11 tienen en
las patologias de tipo condilomatoso.

Epidemiologia

La epidemiologia de las infecciones por VPH no se cono-
ce con precision, ya que las técnicas para investigacion
seroepidemiolégica son insuficientes y los diagnésticos
de infecciones no genitales se realizan en base al exa-
men fisico y posteriormente al examen histol6gico, au-
nado a esto, la condicién de una infeccién latente sin
evidencias sintomatologias o histolégicas no favorece a
un dato real de infeccion por el virus ya que la condicién
latente s6lo puede ser diagnosticada por técnicas mole-
culares que no son rutinariamente utilizadas. Sin em-
bargo, los VPH estan distribuidos en toda la poblacion, y
algunos de ellos estan asociados con procesos malignos
como por ejemplo el del tracto genital (cancer cervical),*?
carcinoma escamoso bucal,®® carcinoma de laringe,*®
de amigdalas'’ e incluso ha habido reportes de carcino-
ma de pulmon?® lo que demuestra valedero el continuo
interés y preocupacién del potencial rol de los VPH en la
patogénesis de los tumores malignos.

El VPH genital es considerado como una de las enfer-
medades de transmision sexual mas comudn en la pobla-
cién mundial. Se calcula que el 60-75% de la poblacién
sexualmente activa esta infectada por algun tipo de VPH
genital, sugiriéndose que la prevalencia en hombre es
similar al de las mujeres. Los VPH de alto riesgo han sido
encontrados en el 99.7% de los tumores cervicales ana-
lizados. Anualmente se detectan alrededor de 500,000
nuevos casos de cancer cervical, el 80% de dichos casos
se encuentra en paises en vias de desarrollo. En Vene-
zuela este tipo de cancer se ha convertido en la primera
causa de mortalidad y morbilidad por cancer en la mujer
venezolana, detectdndose anualmente cerca de 3,500
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nuevos casos, de las cuales mueren aproximadamente
1,300 mujeres por esta causa cada afio.!*?* En la cavidad
bucal, la incidencia del papiloma es ligeramente mayor
en el sexo femenino siendo su ubicacion mas frecuente
en lengua, paladar encia y labio respectivamente,? sin
embargo, el porcentaje de casos con evolucién a malig-
nidad en esta zona no es alarmante.?

A pesar de que se han descrito otras formas alternati-
vas de transmision viral (vertical o materno-fetal y hori-
zontal o por fomites), su potencial impacto en el niUmero
de infecciones por VPH o en su patologia asociada es pro-
bablemente muy pequefio.1920.27-31

La carcinogénesis cervical es de gran trascendencia
dados los indicios crecientes que indican que los mismos
tipos virales que afectan al cuello de Gtero estan asocia-
dos etioldgicamente a una fraccién de otros tumores ge-
nitales en ambos sexos (pene, vulva, vagina y ano), asi
como a algunas neoplasias presentes en la cavidad oral,
orofaringe, y piel.*

Ciclo de replicacion

El ciclo de los VPH esta estrechamente ligado al creci-
miento y diferenciacion de las células epiteliales hospe-
deras; exhibiendo un alto grado de tropismo por el epite-
lio escamoso en diferentes regiones corporales en donde
los tipos asociados a lesiones anogenitales se encuen-
tran solamente en la regién genital, mientras que los ti-
pos asociados con verrugas cutaneas en manos y pies se
encuentran restringidos a dichas areas. Es posible que
las diferencias en la distribucién de los receptores para
el VPH en dichas células sea un factor importante para la
presencia restringida de tipos especificos de VPH, sin
embrago, los elementos mas importantes que determi-
nan la especificidad de los virus son los factores de trans-
cripcion producidos por las células hospederas. La ex-
presion de los genes de los diferentes tipos de VPH la
regulan de manera estricta y especifica factores de trans-
cripcion, como AP-1, el factor especifico de keratinoci-
tos, NF-1/CTF, CEFI, CEFIl y TEFI y algunos factores de
origen hormonal VPH inicia su ciclo productivo infec-
tando a las células poco diferenciadas de las capas basa-
les del epitelio, donde inicia la transcripcién de sus ge-
nes. La forma en que el VPH alcanza las células de los
estratos bajos del epitelio es a través de lesiones, micro-
heridas y abrasiones del tejido.>*!

El virus se une a su célula blanco a través de un re-
ceptor de membrana, la molécula a6-Integrina. Una vez
ocurrida la infeccion el virus se establece dentro del nu-
cleo de las células basales, en donde el ADN viral perma-
nece en estado episomal (circular) fuera de los cromoso-
mas del hospedero, replicandose a niveles muy bajos en
coordinacion con la divisién celular.®
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Cuando las células infectadas se diferencian y migran
desde la capa basal hacia el estrato espinoso del epitelio,
la replicacion viral se estimula, produciendo la acumula-
cion de viriones dentro del nicleo. El andlisis de las molé-
culas de ARN mensajero viral durante las diferentes eta-
pas de diferenciacion de las células infectadas demuestra
que la expresion de los genes tempranos ocurre a lo largo
de todos los estratos epiteliales, sin embargo, la expresion
de los genes tardios se observa tinicamente en los kerati-
nocitos totalmente diferenciados de los estratos corneos,
donde también ocurre el ensamblado de las capsides vira-
les que dan lugar a la formacién de viriones.?

Los VPH no presentan una fase litica, por lo tanto se
valen de las caracteristicas propias de las células que los
albergan para propagar su progenie, la cual es liberada
cuando las células terminales del estrato cérneo sufren
un proceso de descamacion.?24

Patologia

Como su nombre lo indica, los VPH inducen la formacién
de lesiones papilomatosas. La manifestacién morfol6gi-
ca més comun de la infeccién por VPH es la verruga, la
cual es esencialmente una hiperplasia epitelial benigna
con acantosis y papilomatosis considerables.

El proceso neoplasico asociado con el VPH no se limi-
ta al epitelio escamoso, sino que también esta involucra-
do con el desarrollo de lesiones de células columnares.
La infeccién por VPH produce cambios importantes en la
morfologia celular, por ejemplo se observa la formacién
de una amplia vacuola perinuclear, el nlcleo agrandado,
irregular e hipercrémico, ademas de ser posible encon-
trar binucleaciones. Las células que han sufrido estos
cambios morfoldgicos son conocidas como koilocitos y
son consideradas como la “huella digital” del VPH.34:3%

Sin embargo, la infeccion por VPH no siempre produce
la formacion de la lesién papilar tipica, también puede
producir lesiones conocidas como condiloma plano, que
comparten las mismas caracteristicas citolégicas del con-
diloma acuminado, pero no se alzan sobre la superficie
adyacente, por lo que no son visibles a simple vista.> En el
tracto genital las verrugas (condyloma acuminatum), son
comunmente multiples y ocurren con frecuencia en la
vulva, extendiéndose hacia el portio vaginalis y el cérvix,
produciendo lesiones filiformes pedunculadas que pueden
coalescer produciendo masas similares a tumores.

La mayoria de las infecciones por VPH desaparecen
después de algunos meses posteriores al diagndstico. Las
lesiones cervicales de bajo grado también tienden a re-
gresar a la normalidad, sin embargo, éstas también pue-
den progresar hacia lesiones de alto grado con un riesgo
absoluto del 15-25% en el transcurso de 2 a 4 afios, mien-
tras que las lesiones de alto grado tienen una probabili-
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dad del 50% de progresar a cancer. En la mayoria de los
casos la progresion no es un fenémeno abrupto, sino que
transcurre lentamente a través del desarrollo de lesio-
nes pre-malignas y pre-invasivas.

Dichas lesiones pre-malignas del cérvix son conocidas
neoplasia intraepitelial cervical (NIC) y se dividen en tres
grados (NIC1, 2 y 3) de acuerdo con la severidad de la
lesion. Las caracteristicas histologicas esenciales de laNIC
incluyen la presencia de koilocitos, ausencia de diferen-
ciacion citoplasmica o estratificacion ordenada y presen-
cia de células multinucleadas. Cuando estas modificacio-
nes abarcan menos del tercio bajo del epitelio cervical se
considera una NIC1; cuando las células afectadas se ex-
tienden mas alla del tercio bajo del epitelio, pero no abar-
can el tercio alto se considera NIC2; mientras que NIC3 es
la condicidn en la cual las células indiferenciadas, no es-
tratificadas y basaloides ocupan mas de dos tercios, o in-
cluso todo el espesor del epitelio cervical.?

El carcinoma micro-invasor es el estado inicial del
cancer cervical, en él las células neoplasicas han invadi-
do la membrana basal del epitelio. Cuando las células
malignas infiltran el endocérvix y se asocian para formar
tumores exofiticos que pueden manifestar una ulcera-
cion superficial, se considera que se ha desarrollado un
cancer invasor, mismo que posee la capacidad de exten-
derse hacia el tejido vaginal, paracervical y parametrial
adyacentes, para generar eventualmente metastasis le-
janas (Figura 2). En resumen, la historia natural de una
infeccién por VPH en carcinoma cervical puede resumir-
se en 3 rutas:

217

1. Remisién completa (clearance) del VPH después de
una infeccién aguda, es decir, luego de un periodo de
incubacion de 3 semanas a 8 meses aparecen lesiones
condilomatosas o aplanadas tipicas de la infeccion con
una posterior eliminacion del virus por parte del sis-
tema inmune;?23%6

2. Infeccidn latente, que se presenta sin evidencia clini-
ca ni histolégica, sélo es posible detectarla con méto-
dos de deteccion del ADN. Se desconoce el tiempo y
las condiciones para que una lesién latente evolucio-
ne a una fase subclinica o clinica aunque los estados
de inmunodeficiencia pueden activarla;*¢%"

3. Infeccion progresiva y activa, hay evolucién a lesio-
nes precancerosas (neoplasia intraepitelial cervical
(NICI, NIC Il, carcinoma in situ), de los cuales un
porcentaje muy pequefio regresa a la normalidad, ya
que por lo regular es seguido de una lesién invasiva
0 cancerosa.5=¢

Factores predisponentes para el desarro-
llo de cancer por VPH

Mucho se ha hecho énfasis que la evolucién a maligni-
dad de los epitelios infectados con VPH depende de la
asociacion de varios factores y que no sélo la infeccion
con tipos oncogénicos de VPHSs es suficiente para desa-
rrollar cualquier tipo de céncer, ya que es necesario la
presencia de una serie de cofactores que ayudan a la pro-
gresion a malignidad del epitelio afectado.?!%%8-4° Entre
ellos encontramos:

+0

Figura 2. Deteccion de VPH usando
diferentes herramientas moleculares:
2A, 2B) Hibridacion in situ de biopsia
cervical (negativo: magnificacion 400X,

positivo: magnificacion 800X); 2C, 2D)
Hibridacion in situ de citologia cervi-
cal (negativo: magnificacion 400X, po-
sitivo: magnificacién 400X); 2E) Forma-
to ELISA: al y a2 controles positivos.
a3, a4, a5 controles negativos. b2, b3,
b4, b5, b6 y c5 corresponden a mues-
tras de VPH. b1, c1, ¢c2, ¢3, ¢4, y c6
corresponden a pozos sin muestra.
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1. Factores de adquisicién: Como la conducta sexual de
riesgo (edad de primer coito, promiscuidad, relacio-
nes sexuales sin preservativos y/o otros tipos de prac-
ticas sexuales) y los varones de riesgo elevado (pro-
miscuos, no circuncidados, falta de higiene).

2. Factores de progresion/regresion; en los cuales se en-
cuentran:

a. Virales: Genotipos y variantes, la integraciéon al ADN
celular y la carga viral.

b. Genéticos: Respuesta inmunitaria y susceptibilidad
genética.

c. Medio-ambientales: Edad, tabaco, contraceptivos
orales, paridad, estado de inmunosupresiony VIH,
e inclusive otras enfermedades de transmisidn
sexual como Chlamydia sp 'y Herpes virus.

3. Factores de invasion: como los factores angiogénicos.

Mecanismo de transformacion

Las regiones E6 y E7 son esenciales para los procesos de
oncogénesis, ya que ellas producen las proteinas nece-
sarias para la transformacién. En los VPH de alto riesgo,
la oncogenicidad de E6 y E7 se debe en parte, a que estas
proteinas se unen a las proteinas supresoras de tumores
p53 y del gen de retinoblastoma (Rb) respectivamente y
les impiden actuar de forma normal.”4!

La proteina E6 de los VPH de alto riesgo se une con
alta afinidad a la molécula conocida como p53, inducien-
do su degradacion. La proteina p53 es un importante fac-
tor regulador de la replicacion celular y es conocido como
el principal represor de tumores en el ser humano, p53
es capaz de detectar dafios sufridos por el DNA en cual-
quier célula del organismo. Si el dafio ha sido en una
etapa del ciclo celular en la que aln no ha ocurrido la
replicacion del DNA, p53 envia una sefial para que el
ciclo celular se pare y el dafio sea reparado, una vez ocu-
rrida la reparacion la célula continGa su ciclo normal.
Cuando el dafio es sufrido durante o inmediatamente
después de la replicacion del DNA, p53 envia una sefial
para detener el ciclo celular, y como a este nivel es impo-
sible reparar los dafios, la célula sufre un proceso de eli-
minacién por apoptosis dirigido por la misma p53. Con
esto no se permite que los dafios causados al DNA sean
heredados a células hijas que pueden, eventualmente,
ser el origen de un tumor maligno.342

Por otra parte, la proteina E7 se une especificamente
al producto del gen represor de tumores Rb. Rb fue des-
cubierto y caracterizado en el retinoblastoma, es un fac-
tor regulador del ciclo celular, ya que se une directamen-
te al factor transcripcional E2F, que a su vez induce la
transcripcion de elementos involucrados con la replica-
cién celular. La proteina E7 de los VPH de alto riesgo
tiene una alta afinidad por el sitio de unién de Rb a E2F,
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cuando la célula ha sido infectada por el virus la proteina
E7 se une a este sitio en Rb impidiendo que éste man-
tenga controlado a E2F, el cual queda libre e induce la
replicacion celular continua. De esta manera E6 y E7
cooperan eficientemente en la transformacién de las cé-
lulas, produciendo tumores cervicales a largo plazo.®"*!

Ademas, la actividad de los genes E6 y E7 esta regula-
da por la expresion del gen E2, el cual reprime la trans-
cripcién de los oncogenes virales E6 y E7. Cuando el ge-
noma viral se integra, se observa un sitio de ruptura del
ADN viral a nivel del gen E2, perdiéndose sus funciones y
en consecuencia los oncogenes virales E6 y E7 se sobreex-
presan al unirse a los proto-oncogenes celulares cercanos
o0 ubicados en los “sitios fragiles” o sitios de insercién del
ADN celular. Esta transformacion es independiente de la
existencia de lesiones benignas o malignas.*?

Métodos diagndsticos

A pesar de la dificultad en el establecimiento de un sis-
tema de cultivo que permita aislar el virus de las mues-
tras clinicas debido a su tropismo especifico por el epite-
lio escamoso, las infecciones por VPH pueden ser diag-
nosticadas a través de los indicios clinicos, citoldgicos,
histopatoldgicos y pruebas moleculares.*®

El método diagnostico mas ampliamente usado para la
deteccion del VPH es la citologia, conocida como prueba
del Papanicolaou.'®4447 La prueba se desarrolla en células
obtenidas de un raspado de la pared cervical, que son pos-
teriormente colocadas en una laminilla, fijadas, tefiidas y
estudiadas al microscopio. La presencia de koilocitos es el
indicador clave de una infeccion por VPH, sin embargo el
grado de avance de la lesion debe ser determinado por un
estudio histopatoldgico, que permite diferenciar los estra-
tos del epitelio afectado, de este modo detectar tanto el
nivel de infiltracion celular como las areas de invasion; es
por esto que el diagnéstico histopatoldgico es considerado
como la prueba de oro para la deteccion y clasificacion de
las lesiones inducidas por VPH pero sin una determina-
cién del tipo de VPH involucrado.?*48

La terminologia utilizada en el diagnéstico citologico
e histopatol6gico de las lesiones cervicales pre-malignas
ha cambiado gradualmente. Lo que inicialmente se co-
nocia como displasia leve corresponde a NIC1, de igual
forma la displasia moderada corresponde a NIC2 y la dis-
plasia severa a NIC3, en la clasificacion citolégica del
sistema Bethesda la infeccion por VPH y la NIC1 han
sido agrupadas como lesiones intraepiteliales escamo-
sas de bajo grado (LSIL por sus siglas en inglés), mien-
tras que las NIC2 y NIC3 han sido designadas lesiones
intraepiteliales escamosas de alto grado (HSIL por sus
siglas en inglés).**-*2 También pueden ser visualizadas
areas especificas de células infectadas por VPH gracias a



Revista ADM 2005;LXI1(6):213-224

la reaccion producida por la aplicaciéon de acido acético
diluido sobre el tejido afectado. La reaccion produce la
formacion de zonas blanquecinas (lesién acetoblanca)
temporales, que indican la posible presencia del virus.
La visualizacion de tales zonas se hace a través de un
colposcopio, y esta técnica es normalmente usada como
una herramienta para la toma dirigida de biopsias a ser
analizadas por histopatologia, y posteriormente para el
tratamiento de las lesiones.*?

Aun cuando los cambios morfolégicos asociados con la
infeccion por el virus son facilmente reconocidos y relati-
vamente caracteristicos, las metodologias basadas en di-
chos cambios no permiten verificar la presencia del ADN
viral, ni tampoco determinar el tipo de VPH presente en
una lesién, lo cual es una informacion de gran relevancia
considerando que algunos tipos virales estan estrechamen-
te asociados con el desarrollo de condiciones malignas.

La deteccidn de los anticuerpos para las proteinas E6 y
E7 ha sido de gran validez, ya que la presencia de altos
niveles de estos anticuerpos (anti-E6 y anti-E7) esta aso-
ciada con la progresion a malignidad de la enfermedad
debido a la gran produccion de E6 y E7 por las células
cancerosas. Es por esto que la utilizacién de proteinas re-
combinantes para estos antigenos, y la produccion de pro-
teinas estructurales de la region L1y L2 como particulas
parecidas a virus (VLP) han sido utilizadas para pruebas
serolégicas tipo ELISA.*5* En nuestro centro, el sistema
ELISA ha sido utilizado desarrollando una variable que es
la deteccion de secuencias nucleotidicas especificas de ADN
de cepas VPH-6, VPH-11, VPH-16 y VPH-18 marcadas
con digoxigenina y la utilizacién de sondas marcadas con
terminal transferasa y oligos de captura especificos para
el virus (Figura 2e). En el estudio se analizaron cuatro ce-
pas de VPH evidenciando que el ensayo de hibridizacién
colorimétrico fue capaz de identificar la unién de los oligo
de captura con las respectivas cepas; la reaccién colori-
métrica mostré valores de absorbancia por encima del
cutoff 0.354 nm. Todas las muestras de ADN-VPH proba-
das reconocieron especificamente a los Oligo poli-dT con
un promedio de absorbancia de (1.794 nm) y ninguna reac-
tividad fue encontrada en los grupos controles negativos
con un promedio de absorbancia de (0.286 nm). Cada
muestra de VPH fue probada por triplicado.

Desafortunadamente, estas técnicas seroldgicas no han
tenido el auge que se desearia a pesar de ser una alter-
nativa favorable para el muestreo poblacional, pues el
formato ELISA ha sido utilizado para la deteccién masiva
de muchas otras patologias debido a su facil ejecucion,
alta reproducibilidad y bajo costo en relacién con prue-
bas moleculares. Sin embargo, para el caso de VPH utili-
zando la reaccién antigeno-anticuerpo no se ha logrado
la sensibilidad adecuada y el nimero de falsos positivos
no esté acorde con niveles de confiabilidad, debido prin-
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cipalmente al tipo de respuesta inmune, o tipo de VPH.

Todas estas consideraciones han justificado el uso y
desarrollo de las pruebas moleculares, las cuales gracias
a su gran sensibilidad y especificidad han tomado un
puesto invaluable en el diagnostico de VPH en muestras
clinicas. Ademas, éstas permiten el diagnéstico de la in-
fecciones latentes, la deteccion del ADN, incluso cuando
estd integrado, caracterizar el genotipo viral y detectar
la presencia de infecciones mixtas y los mas recientes
facilitan la cuantificacion de la carga viral.®® Existen sis-
temas ampliamente desarrollados para el diagndstico de
VPH por estos métodos como es el uso de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizando oligos consen-
so que amplifican regiones altamente conservadas entre
los VPH (Cuadro 11, Figura 3). Las ventajas ofrecidas por
este tipo de técnica han sido muy beneficiosas por la alta
especificidad y sensibilidad que nos ofrece en la detec-
cién y genotipificacion del VPH.

Para definir la region a ser amplificada se utilizan pri-
mer consensos degenerados o primer generales de re-
giones conservadas del genoma, dentro de los ensayos
universales de deteccion de VPH se incluyen los siste-
mas MY9/MY11, GP5/GP6, GP5-+/GP6+, OBI/II, CPI/CPII
y mas recientemente SPF1/SPF2,% pudiéndose de este
modo destacar de 10 a 100 copias del genoma viral. Sin
embargo, el manejo adecuado de las muestras y la opti-
mizacion de las condiciones de trabajo son condiciones
indispensables para aminorar el riesgo de contaminacién
cruzada, dada la elevada sensibilidad de esta reaccion.®’

En los principales centros de referencia se ha logrado
el desarrollo y unificacion de criterios de este tipo de prue-
bas moleculares para el diagnéstico de VPH, utilizando
varias pruebas estratégicas en este tipo de diagnéstico
adaptadas a las condiciones e infraestructura de cada cen-
tro. Un disefio utilizado para el diagnéstico molecular del
VPH en diferentes tipos de muestras se encuentra refleja-
do en la figura 4, la cual representa la cronologia de los
diferentes sistemas de amplificacion que han sido utiliza-
dos para la deteccién molecular del VPH, dando asi mayor
validez a la tipificacién del virus a través de estos méto-
dos moleculares, lo cual en nuestra experiencia a nivel de
estudios piloto estdn dando resultados satisfactorios en
poblaciones normales y de alto riesgo.

Otra técnica que ha demostrado ser muy eficaz a ni-
vel molecular para la deteccion de VPH y de otras pato-
logias es la hibridacion in situ (HIS) que a diferencia de
otras metodologias de hibridacion de &cidos nucleicos
permite detectar, localizar y visualizar secuencias nu-
cleotidicas especificas a nivel celular con la ventaja adi-
cional de preservacion de la morfologia tisular y de la
utilizacién de sondas marcadas con complejos no radio-
activos como es el caso de la biotina, digoxigenina, etc.
La deteccion de VPH en muestras de biopsias embebi-
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Cuadro Il. Primers usados para la deteccion del VPH.

Gen Secuencia Producto de amplificacion Ref.
PCO3 57-ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC™ -3~

PCO4 57-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3~ 110 pb. (52)
ARNRVF 5°-TGA CGG AAG GGC ACC ACC-3~

ARNRVR 5°-GGG CCG GGT GAG GTT TC-3° 90 pb. (52)
GP5+ 5°-TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC-3~

Gp6+ 57-GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C-3° 150 pb (53)
SPF1 57-GCi CAG GGi CAY AAY AAT GG-3~

SPF2 57-GTi GTA TCi ACW ACA GTA ACA AA-3” 64 pb (54)
Cpl 5°-TTA TCW TAT GCC CAY TGT ACC AT-3"

Cpll 57-ATG TTA ATW SAG CCW CCA AAA TT-3~ 188 pb (53)
6 ESP F 5'-GCT GGA TAT GCA ACA ACA GTT G- 3

6 ESP R 5'-CAT GCA TGT TGT CCA GCA GTG- 3 189pb (55)
11 ESP1 5:-CGC AGA GAT ATA TGC ATA TGC-3*

11 ESP2 5-AGT TCT AAG CAA CAG GCA CAC-3° 80pb (53)
16 ESP1 5'TCA AAA GCC ACT GTG TCC TG -3°

16 ESP2 5:-CGT GTT CTT GAT GAT CTG CA-3¢ 120pb (53)
18 ESP1 5‘-CCG AGC ACG ACA GGA ACG ACT-3°

18 ESP2 5TCG TTT TCT TCC TCT GAG TCG CTT-3" 172pb (53)
31 ESP1 5‘-CTA CAG TAA GCA TTG TGC TAT GC-3*

31 ESP2 5ACG TAA TGG AGA GGT TGC AAT AAC CC3* 153pb (53)
33 ESP1 5‘-AAC GCC ATG AGA GGA CAC AAG-3*

33 ESP2 5‘-ACA CAT AAA CGA ACT GTG GTG-3¢ 211pb (53)
35 ESP1 5‘-CCC GAG GCA ACT GAC CTA TA-3

35 ESP2 5'-GGG GCA CAC TAT TCC AAA TG-3¢ 230pb (53)
I: Inosina Y: C+T W: A+T S: G+C

48 43678 921011

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los amplificados de las
diferentes reacciones de PCR, coloreado con bromuro de etidio. Marca-
dor de peso molecular de 100 pb (A3 y B1). A: sistema especifico VPH 6
de 189 pb (A1: control negativo sin ADN, A2: paciente infectado); sistema
especifico VPH 11 de 80 pb (A4: control negativo sin ADN, A5: control
positivo, A6, A11: pacientes infectados); sistema especifico VPH 16 de
120 pb (A8: control negativo sin ADN negativo, A9: control positivo, A10:
paciente infectado). B: sistema especifico VPH 18 de 172 pb (B2: control
negativo sin ADN negativo, B3: control positivo, B4: paciente infectado);
sistema especifico VPH 31 de 153 pb (B5: control negativo sin ADN, B6:
control positivo, B7: paciente infectado); sistema VPH 33 de 211 pb (B8:
control negativo sin ADN, B9: control positivo, B10: paciente infectado);
sistema VPH 35 de 210 pb (B11: paciente infectado).

das en parafina ha sido posible por medio de la utiliza-
cién de esta técnica utilizando sondas marcadas con di-
goxigenina a través de la enzima terminal transferasa,
lo que hace muy factible que esta técnica pueda ser
utilizada en estudios retrospectivos de incidencia de
VPH.55%8-60 Sin embargo, existen metodologias como el
sistema CARD (CAtalized Reporter Deposition) que en
nuestra experiencia nos han dado muy buenos resulta-
dos y que han servido para optimizar la técnica de hi-
bridacion in situ con un aumento o amplificacion del
tipo de sefial emitida y no del blanco. Esta técnica esta
basada en la deposicion de un hapteno de tyramida en
la proximidad de la zona hibridada y visualizada utili-
zando un anticuerpo anti-hapteno conjugado con pe-
roxidasa seguido por una reaccion de diaminobenzidi-
na.! La utilizacion de este tipo de técnica nos ha per-
mitido mejorar considerablemente y con gran facilidad
el porcentaje de deteccién de VPH en muestras citolé-
gicas, sin embargo, es una tecnologia que desafortuna-
damente por su costo no se encuentra al alcance de to-
dos los centros de diagndstico.

La utilizacién del sistema de captura de hibridos el
cual detecta la presencia de VPH de alto o bajo riesgo por
la formacién de hibridos de ADN-ARN, sin ser genotipi-
camente especifica ha sido muy utilizada en el desarro-
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Figura 4. Representacion esquematica
de las diferentes etapas seguidas en la
deteccion y tipificaciéon del VPH. Mues-
tras de ADN positivas para el sistema
(+); muestras de ADN negativas para
el sistema (-).

llo de los kit comerciales, los cuales no han tenido gran
auge debido a que su sensibilidad ha sido cuestionada,
ademas no ofrece una informacién genotipica especifica
y el alto costo que representaria en un sistema de mues-
treo masivo en donde métodos mas econémicos pueden
dar resultados comparables.>53-65

Otras de las técnicas empleadas es el sistema CARD (Ca-
talized Reported Deposition) la cual se fundamenta en la
deposicién de un hapteno de Tyramida en la proximidad de
la zona hibridada utilizando un anticuerpo anti-hapteno
conjugado con peroxidasa seguido por una reaccion de dia-
minobenzidina, siendo una técnica sensible pero costosa.®?

Recientemente numerosos marcadores tumorales han
tenido un auge en la investigacion de los mecanismos
moleculares de proliferacion e inmortalizacion celular y
su relacion con diferentes tipos de cancer, ofreciendo el
desarrollo de nuevas herramientas de diagnostico clini-
co, seguimiento y prondstico de la patologia.

Un ejemplo es la telomerasa, que es una enzima de
tipo ADN polimerasa®® y cuya actividad ha sido detecta-
da en un alto porcentaje de tumores sélidos dandole va-
lidez como marcador tumoral. La actividad de la telome-
rasa puede ser medida in vitro por medio de un método
basado en una reaccion de PCR llamado TRAP: Telomeric
Repeated Amplification Protocol.®” Recientes investiga-
ciones en esta area han enfocado la deteccion de la telo-
merasa en muestras de exfoliado cervical de pacientes
con reportes citoldgicos normales y con diagnoéstico de
carcinoma cervical, las cuales fueron evaluadas a través
de diagndsticos moleculares para la deteccion de VPH
por medio de reacciones de PCR con oligos especificos,
detectdndose actividad de la telomerasa en un 88% de
las muestras con cancer cervical y en todas las muestras
que dieron positivo molecularmente para VPH.®8 Sin
embargo, en la actualidad este tipo de ensayo solo se
encuentra a nivel de estudios de investigacion, los cua-
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les se estan basando en evaluar su presencia e interrela-
cién con otras patologias.

Vacunas

El desarrollo de las vacunas contra la infeccién por VPH
se ha limitado debido a las dificultades para cultivar el
virus, puesto que necesita transcribirse y replicarse en
queratinocitos diferenciados® aunado a la ausencia de
un modelo animal adecuado para su estudio y a la espe-
cificidad de especie de estos virus. Actualmente se estan
desarrollando dos tipos de vacunas contra el VPH:

i) Vacunas tradicionales o profilacticas que previenen las
infecciones neutralizando las particulas virales y para
ello generalmente se usan virus atenuados o0 muertos;
el ejemplo representativo es la vacuna de particulas
semejantes a virus (VLP’s), cuyo disefio se basa en la
capacidad intrinseca de las proteinas de las capside de
los VPH, para autoensamblarse en particulas semejan-
tes a virus cuando se expresan a partir de un promotor,
y en ausencia de otros productos virales;®™ y

ii) Vacunas terapéuticas cuyo objetivo es eliminar la in-
feccion existente al intentar controlar el crecimiento
de células transformadas e inducir la regresién de le-
siones preexistentes, a través de la generacion de una
respuesta inmunoldgica dirigida hacia las células in-
fectadas que expresan los antigenos viralesE6 y E7.772
Entre ellas tenemos las vacunas basadas en péptidos,
las basadas en proteinas, las de vectores virales y las
de ADN.®" Cabe destacar que Patarroyo y colabora-
dores estudian la estructura conformacional de pépti-
dos sintéticos que pueden ser utilizados como anti-
cuerpos para estudios de diagnéstico y vacunas.>*™
En general, una vacuna eficiente contra los VPH geni-
tales debe ser capaz de prevenir la infeccion y reinfec-
cién al generar una adecuada respuesta inmune en el
sitio y en el tiempo de infeccién. Por lo tanto, al desa-
rrollar una vacuna exitosa contra el VPH representa
la mejor forma de controlar el cAncer cérvico-uterino.
Sin embargo, varios expertos advierten que es proba-
ble que una vacuna efectiva, de bajo costo y que sea
aceptada por la poblacién general no esté disponible
al pablico sino hasta dentro de 10 6 20 afios.™

Conclusion

La infeccién por VPH se ha incrementado en la actuali-
dad y a pesar de estar considerada como una de las prin-
cipales enfermedades de transmision sexual en el mun-
do. Su afeccion no se limita al epitelio vaginal, sino que
se ha observado un incremento de su presencia en epite-
lios y mucosas de otras regiones anatémicas. La identifi-
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cacién de lesiones intraepiteliales y tumorales asociadas
a tipos de VPH con diferente potencial oncogénico ha
resaltado la importancia del estudio de este virus. Se
conoce que la persistencia viral de los tipos de alto ries-
go oncogénico facilitaria la progresion de las lesiones al
desarrollo de cancer, por ello comprender la interaccién
entre el efecto patogénico viral en la célula huésped con
un grupo de cofactores de riesgo necesarios para la pro-
gresién de lesiones facilitaria una conducta preventiva o
de diagnoéstico precoz. Actualmente se esté estudiando
cémo el VPH causa cambios en las lineas celulares y cémo
se previenen estos cambios con la finalidad de desarro-
llar varias vacunas tanto profilacticas como terapéuticas
que ayuden al sistema inmune a prevenir que las células
normales se conviertan en cancerosas, Yy es por esto que
un diagnostico eficaz y a tiempo es indispensable para
lograr un buen manejo del paciente y un cambio en las
estadisticas.
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