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IDENTIFICACION, INCIDENCIA Y DISTRIBUCION DE GENOTIPOS DEL
VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO EN UNA MUESTRA DE LA
POBLACION COSTARRICENSE

RESUMEN

La infeccion por virus del papiloma humano es la enfermedad de transmisién sexual mas frecuente a nivel
mundial, causando en ocasiones progresion a cancer, por lo que identificar el genotipo especifico empleando
técnicas moleculares constituye una herramienta importante.

El VPH pertenece a la familia Papovaviridae y su genoma contiene 8 genes, dos de ellos codifican proteinas
estructurales (L1 y L2) y 6 proteinas no estructurales (E6, E7, E1, E2, E4 y E5). De estas, E5, E6 y E7 son
considerados oncogenes, que inducen la inmortalizacion y transformacién celular. Por su potencial oncogénico, se
clasifican en tipos de alto y bajo riesgo, siendo el 16 y 18 los mas comunes asociados a casos de cancer invasivo.

El objetivo del estudio fue identificar los genotipos del VPH en la poblacidn costarricense para inferir su incidencia
y distribucion en el pais, se desarrollé en el Centro de Investigacion en Biotecnologia en conjunto con Servicios
Patoldgicos M.C., S. A.; e incluyd un total de 140 muestras. Para la extraccidon del ADN se utilizé el kit NucleoSpin®
Tissue de MachereyNagel y para la identificacion de los genotipos el kit High Papillomastrip de Operon.

El genotipo predominante fue el 51, seguido por 45y 35, y los grupos identificados como de mayor riesgo son los
previamente diagnosticados con ASCUS, asi como los de pacientes con edades entre 16 a 20 afios y de 41 a 50.
Ademas, se comprobd que la infeccidon estd asociada a la edad de los pacientes y disminuye conforme esta
avanza. Todos los genotipos incluidos en el estudio se encuentran distribuidos en el territorio nacional sin
diferencias entre provincias

PALABRAS CLAVE: Virus papiloma humano, PCR, tipificacion

ABSTRACT

Infection with human papillomavirus is the most frequent sexually transmitted disease worldwide, and
sometimes the cause of progression to cancer, therefore identification of the specific genotype using molecular
techniques is an important tool.
HPV belongs to the Papovaviridae family, and its genome contains 8 genes, two of which encode structural
proteins (L1 and L2) and 6 encode non-structural proteins (E6, E7, E1, E2, E4 and E5). Of these, E5, E6 and E7 are
considered oncogenes, since they induce cellular immortalization and transformation. Due to its oncogenic
potential, HPV are classified as high and low risk, being 16 and 18 the most common types associated with cases
of invasive cancer.
The aim of this study was to identify the genotypes of HPV in the Costa Rican population in order to infer their
incidence and distribution along the country; tests were performed in the Biotechnology Research Center in
conjunction with Servicios Patologicos M.C., S.A.; and included 140 samples. For DNA extraction we used the
commercial kit NucleoSpin® Tissue by Macherey Nagel and for genotypes identification the kit High Papillomastrip
by Operon.
The predominant genotype was 51, followed by 45 and 35, and the groups identified as higher risk are the
previously diagnosed as ASCUS, as well as those of patients whose ages ranged from 16 to 20 years and from 41
to 50. In addition, it was found that the infection is associated with the age of the patients and decreases as
thisincreases. All genotypes included in the study are distributed throughout the national territory without
differences between provinces.

KEY WORDS: Human Papillomavirus, PCR, typification
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INTRODUCCION

Actualmente la infeccidn por el virus del papiloma
humano (VPH) es la enfermedad de transmision
sexual (ETS) que se presenta con mayor
frecuencia; segun Palacios (2001), se estima que
alrededor del 50% de adultos sexualmente activos
han estado en contacto con el virus e incluso han
estado infectados por el VPH.

La mayoria de las infecciones por VPH dan lugar a
lesiones de bajo grado, sin embargo, un
porcentaje de mujeres no superan la infeccién y
se convierten en persistentes para esta infeccion,
constituyendo un grupo de alto riesgo para la
progresién a lesiones cervicales. Por esta razoén,
es esencial una deteccién rdpida de la infeccion
para el diagndstico de lesiones precancerosas y su
tratamiento oportuno. El conocimiento del
genotipo especifico de VPH que estd infectando
constituye una herramienta muy importante por
su significado prondstico y terapéutico.

El interés en este conocimiento aumenta debido a
su potencial oncogénico; estudios recientes han
demostrado la relacion persistente entre la
infeccidn por VPH y el desarrollo de carcinomas y
lesiones premalignas del cérvix uterino. En mas
del 99% de los casos de cancer de cérvix se ha
demostrado la  presencia de secuencias
gendmicas de VPH de alto riesgo (Ordiet al, 2003).

Es por esta razdn que el desarrollo de técnicas
moleculares para la deteccidn de dicho virus se ha
planteado como la posibilidad de mejorar los
resultados de diagndstico y prevencién de la
enfermedad; siendo la PCR, la técnica que
presenta mayor sensibilidad y especificidad para
la deteccidn del virus asi como la identificacién de
los genotipos de alto y bajo riesgo (Vilelaet al,
2006).

Virus del Papiloma Humano

Descripcion del Virus

El virus del papiloma humano (VPH) pertenece a
la familia de los Papovaviridae, que forma parte

del género de los papilomavirus. Al igual que
otros pertenecientes a esta familia, es un virus
altamente especifico de especie ya que infecta
solamente a seres humanos (Pareja-Bezares et al,
2006).

Su genoma viral es pequefio y consta de una
doble cadena de ADN con ocho mil pares de
bases, contiene 8 genes, de los cuales dos
codifican proteinas estructurales (L1 y L2) y los
otros 6 proteinas no estructurales (E), (Figura 1)
(Diestro et al, 2007).

Este genoma circular, estd contenido en una
capsula de proteina formada por las proteinas
mayores (L1) y menores (L2) de la capside, lo que
desarrolla en viriones de aproximadamente 55
nm de didmetro. Ademas, puede ser dividido en
tres dominios: una regién reguladora no
codificante (URR por sus siglas en inglés
“upstreamregulatory  region”), una regién
temprana con 6 genes (E6, E7, E1, E2, E4 y E5), vy
una regidén tardia que codifica dos genes (L1 y L2)
(Figura 1) (Dutraet al, 2010).

REGIONES
CONSERVADAS

REGIONES

EGIONES PERDIDAS O NO EXPRESADA
TRAS LA INTEGRACION VIRAL

Figura 1. Distribucion del genoma del VPH
Fuente: BioCancer.com, 2010

Los genes tempranos estan relacionados con la
replicaciéon del ADN, regulacién transcripcional y
transformacion celular. Los genes tardios por otro
lado, codifican proteinas de la capside y facilitan
la entrada del ADN viral en la célula (Dutraet al,
2010).

Proteinas virales

En la actividad del VPH intervienen un grupo de
proteinas que se describen a continuacion:
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E1l: es una proteina reguladora que se une
al sitio de origen

E2: regula la transcripcion y es un
regulador de la proliferaciéon celular y de
la capacidad de transformacion de las
células infectadas (Garcia, 2006).

E4: se expresa en etapas tardias de Ia
infeccidon (Garcia, 2006), y es importante
para la maduracién y replicacién viral,
produce un colapso y acumulamiento de
gueratinas citoplasmaticas (BioCancer,
2010), situacion que facilita la liberacion
de los viriones desde la célula infectada
(Motoyamaet al, 2004).

E5: estimula la accidn de factores
vinculados a la proliferacién celular. No es
esencial para el ciclo reproductivo del
virus asi como su acciébn oncogénica
directamente, sino mas bien su funcién es
proveer un ambiente celular mas
apropiado para la replicacién del ADN
viral (Ball, 1998).

E6: presenta la capacidad de unirse con
diferentes blancos celulares, por lo que es
capaz entre otras cosas de bloquear la
apopotosis, regular la transcripcion viral e
incrementar la inestabilidad
cromosoémica, todos procesos
fundamentales en su papel en |la
carcinogénesis cervical (Lizano-Soberdnet
al, 2009).

Su principal objetivo es el gen
p53conocida como la proteina supresora
de tumores, con el que forma un
complejo y produce su degradacion. De
este modo, la accion de E6 inhibe su
funcién protectora del genoma celular
(Rivera et al, 2006), lo cual favorece la
acumulacién de mutaciones en los
cromosomas (Garcia, 2006).

E7: altera la funcién de la proteina del
retinoblastoma (pRB), que es wuna
fosfoproteina cuya funcién es regular la
entrada de la célula al ciclo de divisién
celular (Ball, 1999), ademas de inhibir la

expresion de genes relacionados a la
replicacién del ADN vy proliferacién celular
(Rivera et al, 2006).

Sin duda, las proteinas E6 y E7 son las mas
importantes en sus propiedades oncogénicas, y
en los tipos de alto riesgo, son las que mas se
relacionan con p53 y con pRB, y llevan a la
hiperproliferacion, inmortalizacion e inestabilidad
genética del epitelio cervical y conducen a la
malignizacién de las lesiones (Garcia, 2006).

En el caso de los tipos virales de bajo riesgo, estas
proteinas permanecen con frecuencia sin
sobreexpresarse, probablemente debido a que
son menos activas que en los tipos de alto riesgo
y a menudo el ADN se encuentra no integrado en
el genoma del huésped (Carreras et al, 2007).

Clasificacion

Debido principalmente a que las proteinas en la
capside viral son antigénicamente muy similares
entre si, la clasificacion de estos virus no se hace
por serotipos, sino que se agrupan en genotipos
de acuerdo a las caracteristicas de su ADN
(BioCancer, 2010).

Su clasificacion se basa exclusivamente en la
caracterizacion del genoma vy las diferencias en la
secuencia del gen L1, de esta forma, se establece
un nuevo tipo viral si éste difiere en mas de un
10% con respecto a la secuencia de L1 en otros
tipos conocidos; si la diferencia es entre 2 y 10%
se considera un subtipo, y si es menor a 2% se
toma como una variante intratipica (Picconiet al,
2000).

Actualmente, existen mas de 100 tipos de virus
del papiloma humano, y se subdividen en grupos
de alto y bajo riesgo de acuerdo a su tendencia de
producir lesiones que llevan a la formaciéon de
cancer (Diestro et al, 2007). Entre los de alto
riesgo se pueden mencionar algunos tipos
comunes como el 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 y 82; y en el
grupo de bajo riesgo se incluyen 6, 11, 40, 42, 43,
44, 54, 61, 72, 81 como los mas comunes segun
estudios anteriores (BioCancer, 2010).
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Al menos 15 han sido claramente ligados al cancer
cervical. Ademds, algunos estdn también
relacionados a otros tipos de cancer del tracto
genital (vulvar, vaginal, perianal, y de pene). Estos
15 tipos estan relacionados en mas del 95% de los
casos de cancer cervical, siendo el 16 y el 18 los
mds comunes y que representan el 50% y 10%
respectivamente, de los tipos virales ligados a
cancer invasivo (Bosch et al, 2002).

Epidemiologia

El VPH representa la infeccion de transmisidn
sexual mas frecuente a escala mundial; del 70 al
80% de las mujeres y hombres sexualmente
activos, han estado expuestos al virus en algun
momento de su vida (Diestro et al, 2007).

Sin embargo, los sistemas de documentacién
vigentes, no permiten disponer de cifras que
informen tanto sobre la incidencia de la infeccién
como de su prevalencia en la poblacién; para
esto, es necesario recurrir a la mediciéon de otros
parametros para medir el impacto de esta ETS:
incidencia de tumores malignos asociados a
infecciones por VPH, incidencia de condilomas,
prevalencia de ADN viral y prevalencia de
anticuerpos circulantes frente a secuencias virales
especificas (Palacios, 2001).

En el caso del VPH, este produce una amplia
variedad de lesiones, de especial importancia las
neoplasias intraepiteliales del tracto genital y
cancer(Rivera et al, 2006).

Los tipos 16 y 18, incluidos en el grupo de alto
riesgo, se aislan con mayor frecuencia de tejido
que presenta cancer cervical que los tipos de
riesgo intermedio (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52 y 58)
o los de bajo riesgo (6, 11, 42, 43, 44). Sin
embargo, es importante destacar que no todas las
infecciones donde los tipos 16 y 18 estan
presentes desarrollaran cancer cervical (Pareja-
Bezares et al, 2006).

Algunos estudios han demostrado repetidamente
que las infecciones por VPH prevalecen en
individuos jévenes, principalmente relacionado a
los modelos de comportamiento sexual y donde
el cdncer cervical invasivo se desarrolla
tipicamente en la tercera década de vida. Esta

prevalencia disminuye espontdneamente en
alrededor de 2 a 8% en la mayoria de grupos
poblacionales con edades por encima de 40 anos.
(Bosch et al, 2002).

Es de especial importancia mencionar que
muchas personas tienen infecciones multiples,
donde se evidencian secuencias gendémicas de
diversos tipos oncogénicos de VPH. Estas
infecciones por lo general son transitorias y con
frecuencia producen cambioscitolégicos
reversibles, en el caso de los varones los estudios
han sido muy reducidos, por lo que se sabe
menos sobre la epidemiologia de la infeccién en
este grupo poblacional (Pareja-Bezares et al,
2006).

Una fraccién considerable de las infecciones es
subclinica, ya que el varén puede ser portador y
vehiculo de la infeccion (Bosch et al, 2001).

La deteccidon de tipos virales de alto riesgo en
paralelo al estudio citolégico con el Pap
convencional permite aumentar
considerablemente la identificacion de mujeres
que estan en riesgo potencial de desarrollar un
cancer invasor (Vilelaet al, 2006).

Mecanismo de Infeccion por VPH
Ciclo vital del VPH

Su transmisién ocurre por contacto directo, de
persona a persona, por contacto sexual o
contacto con fémites contaminados. El periodo de
incubacién puede durar de 6 semanas a 8 meses y
a pesar que todos los epitelios son susceptibles a
la infeccién, algunos como las uniones
escamocolumnares del cuello uterino son
especialmente vulnerables (Ball, 1998).

El ciclo vital del VPH tiene varias fases que se
observan en la figura 2; en su etapa inicial, el
genoma puede permanecer latente durante
mucho tiempo en forma extracromosdémica sin
producir lesiones a nivel celular, o bien, puede
reproducirse durante el proceso de diferenciacién
de los queratinocitos, es en esta etapa donde el
virus expresa las proteinas E1, E2, E5, E6 y E7. La
segunda etapa ocurre en las capas mas
superficiales de la epidermis, donde expresa las
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proteinas L1 y L2, estas codifican la cdpside y se
da el ensamble de las particulas virales (Jaledet al,
2009).

En la primera etapa, cuando la infeccién es
latente, se da la presencia de VPH en células o
tejidos en apariencia normales y sin ninguna
manifestacion de enfermedad. Sin embargo el
virus esta ahi, y puede ser detectado por técnicas
de diagndsticomas sensibles y especificas como
hibridacidn o reaccidn en cadena de |la
polimerasa. En las etapas posteriores, se
empiezan a observar cambios microscdpicos en el
epitelio, detectados en las citologias o cortes
histolégicos de los tejidos afectados, esta se
conoce como la infeccién subclinica, y finalmente,
en la infeccién clinica, se da la manifestacién de
tumores visibles, y es ahi cuando el virus es viable
y capaz de infectar otros tejidos (Lizano-
Soberénet al, 2009).

Al explicar el modelo deinfeccién por VPH de alto B.

riesgo, se haevidenciado que durante laactividad
sexual, el microtraumaque se genera en el
epitelio genital, permite la exposicién de las
células a los diferentestipos de VPH. (Rivera et al,
2006).

Infection Virion release

Estratocérneo
Liberacion de virus

oo
oo

Amplification

Estrato granuloso
Ensamblaje de viriones
Produccién de la capside viral

Amplificacion del ADN viral
Expresion de genes virales
tempranos

Estrato basal Infeccion
primaria Expresion de
genes virales tempranos
Mantenimiento del numero de
copias virales

1
|
l
Estrato espinoso [ >

Integracién del ADN ]

Maintenance

Figura 2. Infeccion de las células epiteliales por

VPH.
Fuente: Sterlinkoet al, 2009.

Integracion del ADN viral al genoma del huésped

Un evento central en el
transformacién de las células

proceso

infectadas es
integracién del genoma viral al de la célula

EL.E2.E4

L1L2

huésped que ocurre en el estrato espinoso (Figura
2). En este proceso se altera la regién E2
inactivandola, y permitiendo la sobre expresién
de E6 y E7 (Bosch et al, 2002) (Figura 3). En este
proceso de integracidn, se pierde por delecién
algunas porciones del genoma viral, como L1, L2,
E1l y E2 (Figura 1), es en esta etapa cuando se da
la sobreexpresion de estos ultimos, lo que
contribuye a la transformaciéon maligna de la
célula y la creacion de tumores (Picconiet al,
2000).

e =
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Figura 3. Integracion del genoma viral. A. ADN
viral no integrado. B. ADN viral integrado en
genoma huésped: Pérdida de E2, activacion de
E6y E7.

Fuente: Rivera et al, 2006

En la figura 3A, se observa como E2 reprime a los
promotores P97 y P105 ubicados cerca del gen
TATA, encargado de la transcripcion de las
proteinas E6 y E7, reduciendo de esta forma la
sintesis de estas. En la figura 3B por otro lado, se
observa como al ocurrir la integracion del ADN
viral en el genoma del huésped, se pierde la
accion de E2 y por consiguiente, la
sobreexpresion de E6 y E7 es posible (Rivera et al,
2006).

Una vez que se alcanza un numero elevado de
copias del ADN viral integrado en los estratos
superiores del epitelio y se da este ensamble en la
capside, estos viriones son expulsados al
ambiente exterior y el ciclo da inicio nuevamente.
Esta capside protege al ADN viral durante su
trayecto intracelular, y el hecho de no quedar
recubierto de una envoltura lipidica que
interactie con los receptores de la membrana
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hace que sus particulas no sean antigénicas y no
sean reconocidas por el sistema inmune (Ball,
1998).

Métodos de deteccion del VPH

La deteccidn morfolégica de infecciéon por VPH es
sencilla mediante el examen citoldgico o
histopatoldgico, sin embargo, Melo et al (2005)
indican que estos presentan un significativo
porcentaje de falsos negativos, que alcanza hasta
20 o0 30% de los frotis examinados, ademas de
gue no permiten la tipificacidon, que constituye
informacién importante para categorizar
subgrupos de pacientes desde una perspectiva
clinica practica.

También se pueden utilizar técnicas directas de
diagndstico como la microscopia electrénica y la
inmunohistoquimica, pero estas no ofrecen la
sensibilidad y especificidad necesarias para la
deteccion del VPH (Dutraet al, 2010).

Segun estudios publicados, la identificaciéon de
genotipos del VPH por medio de técnicas
moleculares, ha sido de gran utilidad también
para determinar la variabilidad en la poblacion
general, segun la edad y zona geogridfica, lo que
permite un mejor registro y control de la
enfermedad (Carreras et al, 2007).

Cabe destacar, que dada la relacién causal
existente entre tipos especificos de VPH con el
cancer cervical y las lesiones precursoras, utilizar
métodos que permitan la tipificacién viral, ha
alcanzado gran importancia en los ultimos afios
para un diagnéstico acertado y oportuno, ademas
que ofrecen ventajas al combinar su uso con
estudios citoldgicos para mejorar el valor
predictivo negativo de la prueba citoldgica
convencional (Guglielmoet al, 2010).

Por esta razén es cada vez mds necesario el uso
de técnicas moleculares, que permiten a la vez la
deteccion de VPH y la tipificacion de un gran
numero de genotipos virales (Melo et al, 2005).

Actualmente la reaccion en cadena de |la
polimerasa (PCR) es el método mds sensible para
la deteccion de VPH. Por esta razon, diferentes
protocolos han sido desarrollados para identificar

un amplio espectro de genotipos de VPH, usando
“primers” que reconocen secuencias especificas
del genoma viral (Aedo et al, 2007).

Reaccion en cadena de la Polimerasa

Con esta técnica se detecta que la piel de
apariencia normal de personas
inmunocompetentes puede albergar VPH, ya que
segun Jaledet al (2009) el foliculo piloso
constituye un reservorio para el virus.

Real time PCR

La reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo
real, también llamada PCR cuantitativa en tiempo
real, es una técnica capaz de amplificar vy
simultaneamente cuantificar las moléculas de
ADN modelo.

Pruebas de hibridaciéon

Consisten en la hibridacién reversa de productos
de amplificacién obtenidos por PCR convencional
con sondas especificas inmovilizadas en un
sustrato sélido; donde la hibridacidon es detectada
mediante reaccién colorimétrica. En el caso de la
prueba High PapillomaStrip de Operon, se
amplifican fragmentos de las regiones E6 y E7 y
registra una alta concordancia al compararla con
técnicas de PCR, lo que pone en evidencia su
elevada exactitud en la tipificacién del VPH, la
cual se mantiene incluso en presencia de
infecciones multiples (Guglielmoet al, 2010),

Entre las aplicaciones conocidas de estas pruebas
de genotipado del VPH se pueden mencionar el
estudio de la persistencia de tipos especificos
asociados con un riesgo elevado de enfermedades
cervicales y carcinogénesis cervical, la efectividad
de terapias como la radioterapia o quimioterapia
para el tratamiento de lesiones causadas por VPH,
la efectividad de las vacunas comerciales y el
estudio de la historia natural del VPH a través de
investigaciones epidemioldgicas (Roche, 2013).

OBJETIVOS
Objetivo General

e [dentificar los genotipos del virus del papiloma
humano  circulantes en la poblacién
costarricense para inferir su incidencia y
distribucién en el pais.



M.C Servicios Patologicos

Objetivos especificos

¢ Determinar los genotipos predominantes en
una muestra de la poblaciéon costarricense
infectada por VPH.

e Inferir la incidencia de cada uno de los
genotipos del VPH en la poblacién
costarricense con diagndstico positivo a esta
infeccidn.

¢ |[dentificar los genotipos mas frecuentes en
subpoblaciones determinadas por variables
como localizacion geogréfica, edad vy
diagndstico citolégico previo del paciente.

METODOLOGIA

El estudio fue desarrollado en el Centro de
Investigacion en Biotecnologia del TEC en
conjunto con la empresa Servicios Patolégicos
M.C., S.A. Incluyé un total de 140 muestras de
pacientes femeninos y masculinos de todo el
pais. Estas fueron recolectadas por
especialistas en la salud y conservadas en
solucion ThinPrep y MC PapTest, ambos
preservantes celulares, durante el periodo de
Setiembre 2013 a Abril 2014.

La extraccion del ADN viral se realizd
empleando el kit NucleoSpin® Tissue de la casa
comercial MachereyNagel siguiendo las
instrucciones del fabricante.

El ADN obtenido fue amplificado mediante PCR
utilizando primers especificos para las regiones
E6-E7 de 19 tipos comunes de VPH asi como
para la amplificacion del gen de la B-globina

como control, utilizando el kit High
PapillomaStrip de la casa Operon.

Posteriormente, el producto de esta
amplificacion fue sometido al proceso de

hibridacién siguiendo las especificaciones del
kit para obtener una identificacion por
reaccion colorimétrica sobre membranas de
nylon en forma de patrén de bandas que se
analizé con ayuda de una tira control.

A los datos obtenidos, se realizd analisis
estadistico con pruebas de ANOVA y de

correlacidn de variables, para esto se utilizé el
software MiniTab 15.

RESULTADOS

Del total de lasmuestras analizadas, 41
corresponden a pacientes masculinos y 99 a
pacientes femeninas, en edades comprendidas
entre los 16 a 83 anos. De estas, 41
presentaron un  diagndstico  citoldgico
negativo; sin embargo, segun el resultado de la
tipificacion solamente 29 son negativas a
infeccion por VPH, mientras que las restantes
111 resultaron positivas para algun tipo del
virus, incluso el 55% de los casos positivos
presentaron infecciones multiples con varios
genotipos presentes, en algunos inclusive se
observaron hasta 8 distintos genotipos en una
misma muestra.

El genotipo mds frecuente fue el 51, que se
encontrd en 45 de las muestras estudiadas, lo
que representa un 32% del total de los casos,
seguido por los tipos 45 y 35, resultados que se
muestran en el cuadro 1y se representan en la
figura 4 a continuacion.

Cuadro 1. Frecuencia genotipica de VPH.

Genotipo Muestras + Porcentaje
51 45 32%
45 41 29%
35 32 23%
31 26 19%
59 26 19%
56 23 16%
18 20 14%
16 17 12%
52 15 11%
66 13 9%
39 12 9%
69 7 5%
73 6 4%
33 5 4%
58 5 4%
68 5 4%
53 4 3%
26 1 1%
82 1 1%

negativo 29 21%

2014
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35%

30%

Cuadro 2. Distribucién de genotipos virales
segln localizacién geografica

25% + Total VPH
Provincia | pacientes | Positivo | Tipificacion viral
2% 1 35- 45 (27%) -
15% 31-33-51-52-
Alajuela 16 11 56-58 - 66
10% & 59 (57%) - 18 -
i I I 31-35-39-45-
% 51-52-53-56-
i I ‘ II | Il“ Cartago 12 7 [59-68
AEEEETEE R RE T T T 35 (100%) - 52 -
5 Guanacaste 2 2 53-73
< 45 (50%) - 16 -
Figura 4. Porcentaje representativo de cada 18-31-35-39-
uno de los genotipos 45-51-52-56-
59-66-68-69 -
Segun su distribucion por el territorio del pais, | Heredia 17 16 73
es evidente ademas, que entre provincias hay 35 (100%) - 39 -
poca diferencia en cuanto a los genotipos 45-51-58-59-
presentes en sus poblaciones. En el caso de |Limdn 2 2 66
Alajuela, Guanacaste y Limén, predomina el 56 (36%) - 16 -
tipo 35 como se observa en el cuadro 2, en 31-33-35-39-
Alajuela ademds hay presencia del tipo 45 en 45-51-52-59-
. . . . Puntarenas 12 11 66
el mismo porcentaje que el genotipo anterior y
al igual que se observa en Heredia. 51 (45%) - 45
(35%) - 16 - 18 -
El genotipo 51, que predomind en el total de 26-31-33-35-
las muestras incluidas en el estudio, se 39-52-53-56-
presentd en mayor porcentaje en la provincia ) 58-59-66-68 -
de San José, seguido de Alajuela. Las dos [ 23nJos€ 67 51 169-73 -
provincias donde se observaron mayores ‘1‘2' i; (5351%’)?;5
diferencias con respecto a las demas, ft,Jeron Otro / Sin 39-45-51 - 56-
Cartago y Puntarenas, donde se observd con | y.ierminar 12 11 |59-66-68-82

mayor frecuencia los 59 y 56

respectivamente.

tipos

Ademas de estos, el resto de los genotipos
incluidos en el estudio estuvieron distribuidos
en todo el territorio sin presentar ninguna
predominancia significativa entre una
provincia u otra.

Al realizar el andlisis de correlacion, cuyos
resultados se observan en el cuadro a
continuacién, es evidente que existe una
relacion mutua entre todas las provincias en
diferente grado, a excepcion de la relacién
existente entre Guanacaste y Heredia vy
Guanacaste y San José, que presentan una
relacidn negativa.

La mayor relacidn se da entre San José y
Heredia, y la mds débil entre San José vy
Guanacaste.

2014
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Cuadro 3. Analisis de correlacién para la infeccién por VPH entre provincias

Alajuela | Cartago | Guanacaste | Heredia | Limén San José
Cartago 0.421
Guanacaste 0.303 0.25
Heredia 0.597| 0.652 -0.021
Limén 0.422| 0.492 0.296 | 0.393
Puntarenas 0.727 | 0.547 0.14 0.69 0.27 0.492
San José 0.434| 0.724 -0.031 0.89 0.552

2014

**Contenido de las celdas: Coeficiente de correlacién de Pearson

Por otro lado, es importante destacar los

genotipos

predominantes

encontrados

segln el diagndstico citolégico previo de
cada una de las muestras y que se observan
en el cuadro 4 a continuacién.

Cuadro 4. Genotipos encontrados segun
diagndstico citoldgico previo.

Diagnéstico
Citologico

Total
pacientes

VPH
Positivo

Tipificacién
viral

AGC

10

45 (62%) - 51
(50%) -31-33
-35-52-56-
59-66 - 69

ASCUS

60

51

51(37%) - 16 -
18-31-33-
35-39-45-
52-53-56-
59-66-68-
69-73

Carcinoma in
situ

18-45-51

Displasia

22

20

45 (50%) - 51
(45%) - 16 - 18
-31-33-35-
39-45-51-
52-56-58-
59-66-68-
69-73-82

Infeccidon
VPH

16 (50%) - 35 -
39-51-52-
56-59-73

Neg/Posible
infeccion por
Candida

31 (100%) - 51
-56

Negativo

38

23

45 (48%) - 51
(43%) - 16 - 18
-26-31-35-
39-45-51-
52-53-56-
59-66 - 69 -
73

Para el grupo de pacientes que presentaron
cambios en las células glandulares (AGC) los
dos genotipos de mayor importancia son el
45 y 51 y no hay presencia en este grupo de
los tipos 16 o 18, considerados de mayor
potencial oncogénico.

En el caso de los que presentaron cambios
atipicos en las células escamosas del cuello
uterino (ASCUS), el genotipo predominante
fue el 51 en el 37% de las muestras. Este
grupo ademas, fue el que presentd mayor
porcentaje de frecuencia en los tipos 16 y
18 que se encontraron en el 20% y 16%
respectivamente de las muestras positivas
para VPH.

El grupo con displasias como diagndstico
citolégico es el que presentdé mayor
diversidad de genotipos, ya que se
encontraron 17 de los 19 que identifica la
prueba, siendo el 45 el mds predominante
con un 50%.

Finalmente, a pesar de que 41 del total de
las muestras en el estudio tuvieron un
resultado negativo en sus citologias, un 61%
de estas si dio positivo para la tipificacion,
manteniendo el mismo patrén que en los
grupos anteriores en cuanto a
predominancia de los genotipos 45 y 51.
Tres de estas ademas sugerian presencia de
Candida, dos deellas también positivas para
VPH y ambas con el genotipo 31 en su
resultado.
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Al analizar estos datos en conjunto y segun
el analisis de varianza aplicado, donde el
valor de P fue de 0, si existen diferencias
significativas entre los diferentes
diagndsticos incluidos en el estudio, esto se
ve confirmado ademas enel analisis de
correlaciones en el cuadro 5; donde es
evidente que en la mayoria de los casos no

obtenidos entre algunos diagndsticos, a
excepcion de AGC, ASCUS y displasias que si
presentan relacion entre si.

En el caso del carcinoma, no fue posible
determinar su  relacién con otros
diagnésticos, ya que el estudio incluyd
solamente un paciente positivo para este y

) - los datos no son suficientes.
existe relacion entre los resultados
Cuadro 5. Andlisis de correlaciones existentes entre diagndsticos citoldgicos.
AGC ASCUS Displasias Carcinoma | Infeccién VPH
ASCUS 0.651
Displasias 0.558 0.837
Carcinoma * * *
Infeccién VPH 0 -0.283 -0.516 | *
Cit neg / Candida -0.756 -0.5 0.359 | * 0

*No hay suficientes datos en la columna

Con respecto a factores que pueden
asociarse a la persistencia de la infeccién y
el desarrollo de cdncer, y para evaluar el
efecto de la edad sobre la misma, se
formaron grupos segun la edad de los
pacientes en el estudioenrangos de 16 a
20anos, de 21 a30,de31a40,ded41a50y
mayor a 50 afios, los resultados se
presentan a continuacidn en el cuadro 6.

Cuadro 6.Genotipos de VPH predominantes
segln rangos de edad.

realizar el andlisis de varianza con un 95%
de confianza y con un valor de P de 0.013,
siendo el genotipo 31 el mas frecuente en
edades de 16 a 20 afios, el 45 en el grupo
de 21 a 30 afios y el 35 en pacientes entre
31 y 40 afios de edad. En el caso de los dos
Gltimos grupos, se observa cémo se
mantiene la predominancia de los tipos 51y
45 en porcentajes similares en ambos.

Se puede observar incluso en la siguiente
figura como al aumentar la edad del
paciente, la prevalencia de la infeccidn
disminuye, y al alcanzar edades sobre los 50

2014

Total VPH P q
Edad . PF Tipificacién viral afios se da un leve aumento nuevamente
pacientes | Positivo
16-20 5 5(100 %) | 31 (60 %)
21-30 50 41 (82%) | 45 (37%) - 51 (32%)
35 (44 %) - 51 (37%) - 59
31-40 35 27 (77%) | (33%)
51 (52%) - 45 (48%) - 56
41-50 34 25 (74%) | (44%)
mas de 51 (50%) - 45 (42%) - 52
50 16 12 (75%) | (42%)
Estos resultados demuestran que entre
cada rango de edades predominan
diferentes genotipos en estas

subpoblaciones, presentando diferencias
significativas entre ellos que se evidencia al

10
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Infeccion VPH
40%

20% -

0%

16-20 21-30 31-40 41-50 masde
50

Figura5. Prevalencia de la infeccién por VPH
segun edad del paciente

Ademds de esta asociacion directa de |Ia
prevalencia de la infeccién por VPH con la edad
de los pacientes, se da una relacién mutua entre
los grupos de edad de los mismos, y se evidencia
en el cuadro 7. Aqui se observa que la relacién
mas fuerte se da entre los grupos de 31 a 40y de
41 a 50 con el de 21 a 30 afos; y el grupo que
presenta menor relacién con respecto a los
demas es el de 16 a 20 afios.

Cuadro 7. Andlisis de correlacidén entre grupos de
edad de los pacientes.

16-20 |21-30 |31-40 |41-50
21-30 0.175
31-40 0.143| 0.836
41-50 0.111| 0.831| 0.741
mas de
50 0.33| 0.695 0.58 0.589

**Contenido de las celdas: Coeficiente de
correlacion de Pearson

Finalmente, cabe destacar que los genotipos 16 y
18, mayormente asociados a lesiones pre
cancerigenas, se presentaron en mayor
porcentaje en el grupo poblacional con edades
entre 41 a 50 afios, como se observa en el
cuadro 8.
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Cuadro 8. Porcentaje de casos positivos para los
genotipos 16 y 18 segun la edad del paciente.

Edad (aios) Casos positivos
16-20 2/5 (40%)
21-30 7/41 (17%)
31-40 11/27 (41%)
41-50 11/25 (44%)
mas de 50 3/12 (25%)

Sin embargo, a pesar de las diferencias entre los
grupos de edad para la incidencia de ambos
genotipos de alto riesgo oncogénico, al realizar
el andlisis de varianza para este factor, se
observa que no hay diferencias significativas
entre ellos.

En este caso se utilizé un grado de confianza de
95%, y el valor de P dio un resultado de 0.122,
por lo que se rechaza la hipdtesis nula de que
existen diferencias significativas entre los
grupos.

DISCUSION DE RESULTADOS

Actualmente es bien sabido que la infeccidon por
algunos tipos de VPH, es un factor causal en el
desarrollo de lesiones precursoras de cancer de
cuello uterino, lo que conlleva a la importancia
de realizar pruebas de identificacidn especificas
para estos tipos virales de alto riesgo.

Este estudio se enfocd en la identificacién de los
19 genotipos de alto riesgo mas comunes en la
actualidad incluyendo los tipos 16 y 18,
denominados como los de mayor potencial
oncogénico y reportados con mayor frecuencia
en casos de cancer de cuello uterino en estudios
anteriores a nivel mundial.

Segun reporta Rios et al (2010), los 10 genotipos
mas frecuentes en América Latina y el Caribe son
el 16, 18, 31, 45, 33, 39, 52, 58, 35 y 59; sin
embargo esto no concuerda con los resultados
obtenidos en nuestro pais a excepcion del tipo
45 que fue el segundo en importancia
encontrado en las muestras y los tipos 35, 31y
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59 que presentaron una frecuencia media en
este grupo.

Mientras que otros autores (Vilelaet al, 2006)
también destacan los genotipos 31 y 35 como los
mas frecuentes en América Latina, en nuestro
pais estos ocupan el cuarto y tercer lugar
respectivamente, siendo el tipo 51 el de mayor
presencia en las muestras estudiadas, lo que
demuestra la existencia de diferencias
geograficas en cuanto a la frecuencia de
genotipos virales en paises de la regién.

Sin embargo, estas diferencias geograficas no se
dan internamente en el territorio costarricense,
donde a pesar de predominar diferentes
genotipos entre algunas  provincias, la
distribucién se mantiene homogénea en el resto
de los tipos de VPH a lo largo de la regidn,
incluso los porcentajes de infeccidn positiva para
el virus en todas las provincias es mayor a 60%.

En este sentido, cabe destacar que los tipos 51,
45 y 35 que ocupan los primeros lugares en
frecuencia, fueron encontrados en todas las
provincias en diferentes proporciones entre
ellas, pero su presencia se mantiene en todo el
territorio nacional, confirmando su importancia
epidemioldgica local.

Los coeficientes de correlacidn existentes entre
las provincias, comprueban el hecho de que los
genotipos se encuentran ampliamente
distribuidos en el pais, y que existe una estrecha
relacidn entre una regién y otra.

En el caso de Limén y Guanacaste, la variedad
genotipica es menor que en el resto de las
provincias, sin embargo es importante
mencionar que la muestra poblacional para
ambos era significativamente menor que en las
demas areas, por lo que los resultados pueden
no ser representativos de su realidad actual.

Ademas, se observd un alto porcentaje de
infecciones multiples, lo que puede atribuirse a
que distintos tipos de VPH comparten la misma
via de infeccidn, por tanto tienden a ser
transmitidos juntos, como lo describen Segovia y
Mendoza (2009).En nuestro pais esta frecuencia
es de un 55% de los casos con resultado positivo
a la infeccién, lo que aumenta el riesgo de esta
subpoblacién a desarrollar lesiones que
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eventualmente podrian progresar a cancer,
principalmente debido a que todos los genotipos
en el estudio son todos de alto riesgo.

Es por esta razdn que es necesario recalcar la
importancia de emplear métodos moleculares
altamente sensibles e incluso implementar una
combinacion de estos como se hizo en el
presente estudio. La metodologia por PCR
presenta ventajas como la amplificacion de
varios genotipos virales en una unica reaccion,
sin embargo presenta la desventaja de dificultar
definir los genotipos cuando se presentan
infecciones multiples por mas de dos tipos
virales (Aedo et al, 2007), por lo que al
combinarlo con metodologias de hibridacion
posterior a la amplificacién, es posible identificar
todos los genotipos presentes.

La PCR ademas, permite detectar el ADN viral
incluso antes que la célula presente cambios, lo
gue ofrece la posibilidad de descartar los falsos
negativos de las citologias en cualquier etapa
(Vilelaet al, 2006). Segun los resultados
expuestos anteriormente en este estudio, un
61% de pacientes diagnosticados como
negativos a cambios celulares si presentan
infeccidon por algun tipo viral de papilomavirus
humano.

Este alto porcentaje de falsos negativos, pone en
evidencia que la infeccién por VPHprecede a las
lesiones, ya que en su ciclo vital, el virus puede
permanecer latente por largos periodos sin
causar cambios visibles a nivel celular.

Estos resultados sin embargo, no le restan el
valor predictivo que histéricamente ha tenido la
prueba del Papanicolau, ya que tiene las ventajas
de ser sencilla, rapida y econémica con mayor
alcance a la poblacion en general, pero, en caso
de dudas o que existan factores de riesgo, es
necesario realizar pruebas de mayor sensibilidad
para la deteccién del virus (Vilelaet al, 2006).

En relacidon a los demas diagndsticos citoldgicos
previos de nuestras muestras, cabe destacar que
la frecuencia genotipica viral encontrada es
independiente de este diagndstico, y que tanto
en casos de cambios atipicos celulares como
casos comprobados de carcinoma in situ, hay
presencia variada de muchos de los genotipos de
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VPH e incluso que no existe relacién mutua entre
los diagndsticos citolégicos con respecto a la
incidencia de la infeccidn o genotipos presentes
entre ellos.

Tipicamente, los genotipos 16 y 18 son los
considerados con mayor potencial oncogénico,
por lo que basados en los resultados anteriores,
el grupo que presenta un riesgo aumentado de
desarrollar lesiones pre cancerigenas es el de
pacientes diagnosticados con ASCUS (cambios
atipicos en las células escamosas del cuello
uterino), ya que fue este el que presenté mayor
frecuencia en estos dos tipos virales.

Lo que sugiere ademas, que estos dos genotipos,
son los mas frecuentes en casos de lesiones
precursoras de cancer, pero no en la totalidad de
casos que presentan infeccion por el virus del
papiloma humano.

Esto demuestra que la combinacién del estudio
citoldgico convencional con la identificacion de
tipos virales de alto riesgo empleando métodos
moleculares, permite aumentar
considerablemente la deteccién de pacientes en
riesgo de desarrollar un cancer invasor.

Por otro lado, la prevalencia de la infeccién por
VPH esta asociada a la edad del paciente, como
lo describe Pachon del Amo et al (2007), siendo
mas alta en edades cercanas al inicio de las
relaciones sexuales, entre los 15 y 25 afios de
edad, donde posteriormente se produce una
disminucion muy marcada entre los 25 y 40
afios, para estabilizarse a partir de esta edad,
observandose en algunas poblaciones un
segundo pico de prevalencia en mujeres post
menopausicas cuya interpretacion aun se
encuentra en estudio.

Este comportamiento describe los resultados
obtenidos en este estudio, donde los mayores
porcentajes de infeccién se observan en los
grupos de edad entre 16 y 30 afos. Y
probablemente, la prevalencia de la infeccidn en
edades posteriores se debe al grupo de mujeres
portadoras crénicas de la misma.

El segundo pico de prevalencia, puede deberse a
la reactivacion de una infeccién latente que
hubiera pasado indetectable en las edades
intermedias. Y que ademas, segun Xavier (2007)
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se asocia a la
inmunidad natural en
avanzada.

reduccién fisiolégica de Ia
pacientes de edad

Esta distribucion o prevalencia por edades,
provee ademas una herramienta util en relacion
a las posibilidades de prevencion, principalmente
mediante campafias de vacunacidon en edades
tempranas antes de la exposicidn al virus.

Por otro lado, varios estudios han demostrado
que la iniciacién sexual a edades tempranas
aumenta el riesgo de contraer infeccién por VPH
y a la progresion a lesiones precursoras de
cancer, principalmente debido a mecanismos
biolégicos, entre los que se incluyen Ia
inmadurez cervical y las deficiencias del flujo
cervical protector (Carreras et al, 2007).

Esto sumado a los resultados obtenidos de alta
frecuencia de los genotipos 16 y 18 en este
grupo de pacientes jévenes, confirma su
susceptibilidad y lo constituye un grupo de
riesgo aumentado al desarrollo de cancer; al
igual que el grupo de pacientes entre 31 y 50
afios de edad, donde tipicamente se reporta el
mayor numero de casos de cancer cervical a
nivel mundial (Braillardet al, 2005) y donde se
presentd la mayor incidencia de estos genotipos.

Sin embargo, no se puede afirmar que la edad
sea un factor de riesgo a desarrollar cancer
invasivo por infeccién de VPH, ya que segun el
andlisis  estadistico aplicado, no existen
diferencias significativas entre los grupos, y a
pesar de que los mencionados anteriormente
podrian considerarse mds susceptibles, el riesgo
estd asociado a la infeccidn viral, sin importar la
etapa de la vida en que se encuentre el paciente.

Para concluir, el resultado de los casos
analizados demuestra que los datos obtenidos
por tipificacion del VPH al ser utilizados en
conjunto con pruebas citoldgicas
convencionales, aumentan la eficacia de
deteccion de infecciones virales y permiten
evitar la progresion a lesiones de riesgo,
orientando el manejo clinico acertado del
paciente, asi como también constituyen una
herramienta epidemiolégica de gran utilidad
para los sistemas de Vvigilancia en salud.
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CONCLUSIONES

Los genotipos de alto riesgo del virus del
papiloma humano con mayor incidencia en Costa
Ricason el 51, 45y 35 en ese orden.

La frecuencia genotipica en nuestro pais difiere
de la reportada para otros paises de América
Latina.

Los genotipos identificados se encuentran
distribuidos a lo largo del territorio nacional, sin
diferencias significativas entre las provincias.

El virus del papiloma humano puede estar
presente en pacientes con citologias negativas,
las técnicas moleculares de identificacion
permiten detectar la infeccion aun en ausencia
de lesiones y disminuir el porcentaje de falsos
negativos.

Los pacientes diagnosticados con ASCUS son mas
susceptibles a desarrollar lesiones precursoras
de céncer sobre otros diagndsticos citolégicos.

La prevalencia de la infeccién por VPH esta
asociada a la edad del paciente, ya que
disminuye conforme aumenta la edad de los
pacientes.

Existe un leve riesgo oncogénico aumentado en
los pacientes de temprana edad entre 15 y 20
afios, asi como en pacientes con edades entre 41
a 50 afos.

RECOMENDACIONES

A pesar de los genotipos reportados en otros
paises como de mayor prevalencia, en Costa Rica
se debe prestar atencidn a otros genotipos, que
aunque presentan menor frecuencia tienen gran
importancia epidemioldgica local.

Con el fin de expandir los resultados y asegurar
una muestra representativa, se recomienda
ampliar el nimero de muestras especialmente

para los grupos poblacionales con menor
representacion en este estudio.
Implementar la metodologia por PCR e

hibridacién como método complementario de
las pruebas de diagndstico convencionales.

Dar a conocer los resultados de este estudio a
especialistas de la salud que no estin
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familiarizados con las técnicas de diagndstico
molecular para expandir el alcance de estas
pruebas de mayor sensibilidad.
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