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Deteccion de ARNm de oncoproteinas |
_E6/E7 del Virus del Papiloma Humano £

en cancer de cuello uterino

>>> Cadaafo en nuestro pais mueren 1.800 mujeres por Cancer de Cuello Uterino el principal
agente etiolégico es el Virus del Papiloma Humano (VPH).En el siguiente trabajo se estudiala
relacidon existente entre las proteinas E6 y E7 de VPH con el cancer de cuello uterino, la

deteccion de la sobreexpresion de ARN mensajero (ARNm) de los oncogenes E6 y E7 como un
biomarcador para evaluar el riesgo de progresion de las lesiones de bajo y alto grado a cancer
de cuello uterino y unarevision de las técnicas aprobadas y utilizadas actualmente por la FDA
(Food and Drug Administra-tion) para el diagnéstico de esta patologia.
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RESUMEN

La infeccidn de transmisidn sexual por el Virus
del Papiloma Humano (VPH) es una de las mas
comunes en el mundo. Los VPH se clasifican en bajo
riesgo y alto riesgo. Los VPH de bajo riesgo son los
causantes de lesiones benignas como verrugas
genitales y condilomas acuminados, mientras que los
VPH de alto riesgo pueden originar la transformacién
maligna de las cé-lulas del epitelio cervical por la
accion de las oncoproteinas E6y E7, lo que puede dar
origen al cancer de cuello uterino. La deteccién de los
niveles de ARN mensajero (ARNm)de E6y E7 de VPH
en las células del epitelio cervical estd siendo

evaluada como un marcador predictivo del cancer de
cuello uterino como alternativa a las técnicas de
deteccidon del ADN de VPH. En este articulo se realizd
una revision critica acerca de la relacidn existente
entre la deteccion de la expresion de ARNm de E6 y
E7 delvirus del papilomahumanoy el cancer de cuello
uterino. Ademas, se revisaron las técnicas aprobadas
actualmente por la FDA (Food and Drug Administra-
tion) paraladetecciéon de ARNmdelas oncoproteinas
E6 y E7 de VPH y el estado del arte del VPH en
Colombia.

Palabras clave: virus del papiloma humano *
oncoproteinas * cancer de cuello uterino * citologia
cervical.

INTRODUCCION

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es el
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causante de una de las infecciones de transmisidn
sexual mds pre-valentes alrededor del mundo. Se
estima que alrededor de 600 millones de mujeres y
hombres estdn infectados mundialmente con VPH
(1). Existen mas de 200 genotipos de papilomavirus
humano que estdn distantemente relacionados (2)
(3). Los seres humanos en su gran mayoria son
colonizados simultaneamente por varios VPH a nivel
de piel y mucosas sin presentar sintomatologia, por
tanto se considera que estos virus son parte de la
microbiota de la piel sana de los humanos (4). La
mayoria de los VPH pertenece a los géneros alfa y
beta, mientras que unos pocos subtipos pertenecena
los géneros gamma, mu y nu (2). Cominmente, los
VPH alfa infectan las mucosas mientras que los VPH
betainfectan el epitelio cutdneo externo (2). Los VPH
se dividen en tres grupos principales: cutaneo,
mucocutaneo y los asociados con la epider-
modisplasia verruciforme (un raro trastorno
autosémico recesivo). Los VPH cutdneos forman
parte del género beta y algunos corresponden a los
géneros gamma, mu y nu, mientras que los VPH de
mucosas y algunos tipos cutdneos pertenecen al
género alfa (2). Otra forma de agrupar los VPH es de
acuerdo a las dreas de infeccidn afectadas: epitelio
cutdneo externo, region anogenital y regién oral. Los
VPH de tipo mucocutaneo se pueden subdividir enlos
de bajo riesgo oncogénico (asociados principalmente
con verrugas benignas) y los VPH de alto riesgo
oncogénico (5). El mecanismo oncogénico por medio
del cual el VPH causa la transformacién de las células
es la sintesis de las oncoproteinas E6 y E7, cuya
funcidn es inactivar o propiciar la degradacion de las
proteinas supresoras de tumores como p53 Yy
Retinoblastoma (Rb) (6). Teniendo en cuenta la
relacion existente entre las proteinasE6 yE7de VPHy
su relacién con el cdncer de cuello uterino, la
deteccion de la sobreexpresion de ARN mensajero
(ARNm) de los oncogenes E6 y E7 de VPH en células
del epitelio cervical podria utilizarse como un
biomarcador para evaluar el riesgo de progresion de
las lesiones de bajo y alto grado a cancer de cuello
uterino (7-9). Actualmente se estdn evaluando
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técnicas que detectan los transcritos de las
oncoproteinas E6/E7 de VPH, las cuales han
demostrado una especificidad mas alta que las
técnicas utilizadas paradetectarel ADN de VPH enlos
casos de Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) 1y 111
y cancer de cuello uterino (10), aunque es necesario
indicar que faltan mas estudios que evallden la eficacia
de estas nuevas técnicas en términos de estra-
tificacion delriesgo de cdncer (11-14).

En este articulo se hace una revisién en el
contexto de la infeccion con VPH vy el riesgo de
desarrollo de cancer de cuello uterino. Para realizar
estarevision el articulo se centrara en cinco temas: las
generalidades del virus del papiloma humano, la
funcién de las oncoproteinas VPH (E6 y E7) en el
desarrollo del cancer, la epidemiologia a nivel mundial
y de Colombia del cancer de cuello uterino, y
finalmente, las técnicas modernas de deteccién delos
nivelesde ARNmdelos VPH dealtoriesgo.

Generalidades del virus del papilomahumano

El virus del papiloma humano pertenece a la
familia Papoviridae. Las particulas virales de VPH
presentan una capside icosaédrica sin envoltura (50-
60 nm de didmetro) conformada por 72 capsémeros.
El genoma de los VPH es del tipo de ADN circular
bicatenario (aproximadamente 8 kb) que contienen
ocho o nueve marcos abiertos de lectura (ORF) con
un genoma organizado en tres regiones basicas: una
regiéon reguladora (LCR -con sitios de unién de
factores de transcripcidn y control de la expresion
génica), una region temprana (E- codifica seis genes,
E1, E2, E4, E5,E6y E7,implicados en funciones como la
replicacién viral y la transformacién celular) y una
region tardia (L - codifica las proteinas de la capside
L1y L2) (4) (15) (16) (Figura 1). E1 codifica una ADN
helicasa necesaria para la replicacion y amplificacion
del genoma virico. E2 tiene funciones en la
transcripcion viral, replicacion y particion del genoma
(puede unirse a sitios en el genoma virico y celular).
Las funciones de E2 dependen de su interaccién con
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los productos génicos celulares y de las condiciones
que sean necesarias para beneficiar el virus. E2 puede
regular transcripcionalmente E6 y E7 jugando un
papelcritico en la conduccidon de la entrada al ciclo
celular permitiendo la amplificaciéon del genoma viral
en las capas medias del epitelio e inhibiendo algunos
aspectos de la inmunidad innata (15). Las infecciones
por el virus de papiloma humano en la mucosa del
cuello uterino se han estudiado ampliamente,
detectandose una infeccidn asintomatica en 11-12% de
todas las mujeres. La incidencia de VPH asintomatico
es mayor en mujeres y hombres jévenes (50-80%)
disminuyendo en grupos de mayor edad. Las
infecciones inaparentes y enfermedades de bajo
grado presentan tipicamente multiples tipos de VPH,
entre los que se incluyen VPH 16 (3,2%), 18 (1,4%), 31
(0,8%) y 58 (0,7%). La deteccion del VPH aumenta con
la gravedad de la enfermedad presentando un
porcentaje de positividad del 50-70% en NIC |, del 85%
enNICIlydel9o-100%en NICI1I1(17) (18).

> > Figura 1. Estructura del genoma del Virus del
Papiloma Humano alfa. Regién E temprana que
contiene los genes E1, E2, E4, E5 y los oncogenes E6 y
E7 causantes dela transformaciéon maligna de la célula
infectada. E1 y E2 mantienen bajos los niveles de
expresion de E6 y E7. La integracién al genoma de la
célula infectada ocurre en las regiones E1y E2,
produciéndose sobre expresion de los oncogenes
virales. (Modificada de Doorbar J etal.2015) (15).
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Los VPH estan clasificados de acuerdo a su
potencial para inducir el proceso de carcinogénesis,
en VPH de bajo riesgo y VPH de alto riesgo. Los VPH
de bajo riesgo se encuentran causando lesiones
verrugosas benignas, predominantemente
condilomas acuminados y papilomatosis laringea (6,
11, 26, 34, 40, 42, 43,44, 53, 54, 55,57, 61, 62, 64, 67, 69,
70, 71, 72, 73, 81, 83, 84, 89). Los mas prevalentes de
este grupo son los genotipos 6 y 11. Los VPH de alto
riesgo son oncogénicosy son los responsables del 70%
de todos los casos de cancer de cuello uterino. A este
grupo pertenecen los genotipos 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58,59, 66 y 68 sien-do VPH 16 y VPH 18
los mds prevalentes causando cancer de cuello
uterino (19). Las proteinas E6 y E7 son consideradas las
principales conductoras oncogénicas codificadas por
VPH (20) (21). A continuacidén, se presenta una
revision de cdmo las oncoproteinas E6 y E7 inducen a
la inestabilidad genética en las células infectadas y su
subsecuente transformaciéon maligna.

Funcidn de las oncoproteinas E6 y E7 en el
desarrollo de lesiones premalignas y malignas del
cancerde cuello uterino

El ciclo de VPH esta ligado a la diferenciacién
delos queratinocitos en piel y mucosas. Unavez que el
virus logra penetrar a la célula hospedadora inicia la
expresion de sus genes en las capas superficiales del
estrato espinosoy epitelio granuloso donde expresan
grandes cantidades de proteinas virales y ocurre el
ensamblaje viral (22). EI VPH puede encontrarse en el
tejido cervical en forma de episomas o integrado a la
célula hospedadora. Las células con el virus integrado
adquieren ventajas de crecimiento, lo que les permite
una expansion clonal con una consecuente
inestabilidad genética que puede conducir a un
proceso de malignizaciéon. Los VPH de alto riesgo
como 16 y 18 tienen la capacidad de integrar su
genoma al de la célula hospedadora y por esta razén
son considerados altamente oncogénicos (19).
Idealmente, las proteinas E1y E2 sonlas encargadas de
mantener bajos los niveles de expresion de los genes



E6 y E7 pero la sintesis de las proteinas E1y E2 se ve
frecuentemente afectada debido a que laintegracién
delgenomaviralenla célulahospedadoraenlaregion
delos genes E1y E2 interfiere con su funcidn (23) (24).
La pérdida de la expresidon de la proteina E2 permitela
sobreexpresion de los genes E6 y E7 y una sintesis
constante de estas dos importantes oncoproteinas
viralesde VPH (22)(25) (26).

Las oncoproteinas E6 y E7 se expresan
conjuntamente en el curso de la infecciéon por VPH y
en el subsecuente desarrollo de cancery por tanto es
importante diferenciar su contribucién individual. E7
suprime la ruta del Rb para promover la
transformacion celular. En adicién, las oncoproteinas
E6 en VPH tienen otras multiples funciones
importantes para la transformacion celular tales
como la degradacién de p53 (Figura 2), la disminucidn
de la expresion de p21y un aumento de la Telomerasa
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Figura 2. La infeccidn por Virus del Papiloma Humano (VPH) de alto riesgo altera las vias moleculares
queregulan la proliferacidn celulary la diferenciacidn epitelial. El desarrollo del ciclo celular esta regulado en las
capas epiteliales por los miembros de la familia de proteinas pRb (retinoblastoma). Las oncoproteinas E7 de los
VPH de alto riesgo son dirigidas a estas proteinas para generar su degradacién (como se muestra en B). La
incapacidad de los VPH de bajo riesgo para impulsar una proliferacion de células basales es debida a que estos
solo pueden atacar de manera eficiente a la familia del retinoblastoma p130. Las oncoproteinas E7 se dirigen a
todos los miembros de pRb. Ademas de esto los VPH de alto riesgo codifican una segunda proteina llamada E6
que actua suprimiendo el aumento de p53. Las oncoproteinas E6 de alto riesgo regulan los niveles de p53 en la
célula por medio de su ubiquitinacién y degradacién a través de la ruta del proteosoma. En células no infectadas
(mostradas en A), los niveles de p53 se mantienen en un nivel bajo (Modificada de Doorbar J etal, 2015) (15).
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de E7 a la proteina Rb provoca la liberacién del factor
de transcripcion E2F involucrado en la expresidon de
genes requeridos para entrar en fase de sintesis. Una
mayor afinidad a Rb se observa en los VPH de alto
riesgo, ya que sus oncoproteinas E7 tienen la
capacidad de unirse a los tres miembros de la familia
Rb (pRb, p107 y p130) para su degradacidén. El
resultado de la disrupcidn de los diferentes complejos
de la familia Rb-E2F elimina la represion de genes que
responden a E2F (tales como ciclina A 'y E, ADN
polimerasa a y PCNA [Proliferating Cell Nuclear
Antigen]) conduciendo las células a la sintesis de
ADN. Las oncoproteinas E7 en conjunto con las

oncoproteinas E6 también afectan la funcidn de la
proteina supresora de tumores p53, al inhibir su
acetilacién (interrumpiendo su capacidad de
activacion transcripcional) (27).

Las multiples acciones epigenéticas que
generan las oncoproteinas E6 y E7 permiten una
infeccion persistente que produce una inestabilidad
genética con una consecuente transformacion celular
que finalmente puede terminar en el desarrollo de
cancer(25)(28-30).

Epidemiologia mundial y nacional del cancer de cuello
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uterino

El cdncer cervical es el cuarto cdncer mas
comun en mujeres y se estima que en 2012 hubo
528.000 nuevos casos y 266.000 muertes por este
tipo de cancer, represen-tando el 7,5% de todas las
muertes en el sexo femenino. Segin datos dela IARC
(International Agency for Research on Cancer), el 85%
de la carga mundial de esta enfer-medad ocurre en
regiones menos desarrolladas como Africa Oriental y
Central donde sigue siendo el cdncer mds comun en
mujeres con una tasa de mortalidad de 22,2 y 27,6 por
cada 100.000 mujeres, respectivamente(32) (Figura
3) (Figura 4). En Colombia el céncer de cuello uterino
es la segunda causa de mortalidad por cancer entrela
poblacién femenina después del cancer de mama.
Segun datos del Instituto Nacional de Cance-rologia
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(INC), en 2011 se presentaron 1.744 muertes, siendo
Bogotd y los departamentos de Antioquia y Valle del
Cauca las areas que reportaron el mayor ndmero de
muertes. En Boyaca, durante el periodo de 2006 a2011
se presentaron 131 casos anuales de cancer de cuello
uterino y se reportaron 244 muertes por esta causa
durante el periodo de 2007 a2011(33). Anivel nacional
el cancer de cuello uterino es de gran importancia al
afectar a un gran ndmero de mujeres. El cancer de
cuello uterino puede detectarse tempranamente a
través de programas de tamizaje y esto, combinado
con un acceso al tratamiento oportuno podria
disminuir la incidencia y la mortalidad de este tipo de
cancer al menos a los niveles observados en paises
mas desarrollados. En Bu-caramanga, Manizalesy Cali
se han reportado tasas de incidencia aproxima-
damente de 20 por 100.000 y Pasto, 27 por 100.000. El

> > Figura3.Tasas estimadas por edad a nivel mundial de casos incidentes, cancer de cuello uterino, entodo
el mundo en 2012. En Colombia se presentd una incidencia de 18.7 casos en el afo de 2012 por cancer de cuello
uterino. En América latina, los paises que mas incidencia presentan de cancer de cuello uterino son México,
Nicaragua, Venezuela, Perd, Bolivia y Paraguay, asi mismo los paises del continente africano (Modificada de

Cancer IARC. GLOBOCAN.2012)(32).
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Registro poblacional de cancer de Cali ha reportado
un descenso progresivo en las tasas de incidencia y
mortalidad por cancer de cérvix durante los udltimos
40 afnos.

Las razones por las que se ha generado un
descenso de las tasas de incidencia y mortalidad por
cancer de cérvix son mlltiples, entre las cuales se
considera una mejoria en las condiciones socio-
econdmicas, un descenso en las tasas de fecundidad y
algun efecto delos programas de tamizaje (34).

La citologia esla pruebade cribado de eleccion
para la deteccidén presuntiva de lesiones
precancerosas de cancer de cérvix. La sensibilidad de
esta prueba puede variar entre 50% y 98%
dependiendo de la toma de una muestra
representativa. Una muestra satisfactoria debe
incluir las zonas exo y endo-cervical (zonas
escamocolumnar y de transformacién), y de acuerdo
conelsistemaBethesda, en dicho extendido se deben
poder observar células metapldsicas y/o
endocervicales (35). Las técnicas moleculares de
deteccién de tipos virales de VPH de alto riesgo
tienen un bajo valor predictivo positivo al no poder
mostrar la progresion de la enfermedad. Por tanto, la
utilidad de estos métodos moleculares en el cribado

de las pacientes permite establecer el grupo deriesgo
(al ser portadoras o no de VPH de alto riesgo). Una
vez detectada la presencia de VPH de alto riesgo, el
control posterior requiere de la colposcopia y de la
citologia. Elmétodo predictivo para detectar cambios
precoces en la transformacidn celular sigue siendo la
citologia, debido a que se puede observarla presencia
de los koilocitos en los estados tempranos de la
infeccidn viral (36). A continuacidn, se discuten dife-
rentes técnicas que miden los niveles de expresion de
lasoncoproteinas E6y E7 de VPH.(31)

Técnicas que detectan ARNm de oncoproteinas E6/E7
de VPH y suimportancia en la deteccidon temprana de
lesiones de bajo grado y alto grado de cancer de
cuellouterino

Se ha establecido que la sobreexpresion de los
ge-nes E6 y E7 es importante en los procesos de
transformaciéon maligna de células infectadas y el
subsecuente desarrollo de cancer (37). Al ser los
niveles del ARN mensajero de los genes E6 y E7 de
VPH un indicador del nivel de sintesis de las
oncoproteinas E6 y E7 se han desarrollado técnicas
que detectan dichos niveles, lo que permite predecir
elriesgo de las pacientes de pade-cer cancer de cuello
uterino. En la actualidad se conocen tres (3) pruebas
diagndsticas aprobadas porla FDA en la deteccidn de
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ARNm de las oncoproteinas E6 y E7: PreTect HPV-
Proofer, NucliSENS Easy Q HPV y APTI-MA HPV (38)
(Tabla 1). A continuacidén, se presenta una breve
descripcion de las tres pruebas mencionadas
anteriormente.

> > Figura 4. Tasas de incidencia y mortalidad

estandarizadas por edad estimadas en el mundo por

100.000 habitantes. Casi 9 de cada 10 muertes por

cancer de cuello uterino (87%) ocurren en las regiones

menos desarrolladas. Las regiones de alto riesgo, con

tasas de incidencia estimadas por edad de 2012 de

mas de 30 casos por 100.000 mujeres, incluyen Africa

Oriental (42,7 casos), Melanesia (33,3 casos), Africa

Meridional (31,5 casos) y Africa Central (30,6 casos).

Las tasas de incidencia son mas bajas en

Australia/Nueva Zelanda (5,5 casos) y Asia occidental

(4,4 casos) (Modificada de Cancer IARC.
GLOBOCAN.2012)(32).
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Pretect HPV-Proofer (Norchip AS, Klokkarstua,
Norway)

Esta prueba diagndstica consiste en un
proceso de amplificacién enzimdtica en tiempo real
que puede amplificar y detectar ARN (NASBA
[Nucleic Acid Sequence Based Amplification]) incluso
en presencia de ADN. Es un método de amplificacion
isotérmicode ARN endonde serealizala deteccidnde
ARNm de oncoproteinas E6 y E7 de 5 tipos de VPH de
alto riesgo que son considerados carcinogénicos (16,
18, 31, 33 y 45). El método denominado NASBA
consiste enla extension de un cebadory transcripcién
mediante la participaciéon de tres enzimas:
Ribonucleasa (RNAsa) H, transcriptasainversay ARN
polimerasa. La reaccién al ser isotérmica (41 °C) no
necesita termociclador. Esta prueba es utilizada para
detectar la expresion de las oncoproteinas E6 y E7 en
células infectadas con los cinco tipos de VPH de alto
riesgo que estan asociados con carcinomas de células
escamosas cervicales yadenocarcinomas (39-42).

Nuclisens Easy QHPV (bioMérieux)

Esta prueba se basa en los mismos principios
de la anterior, pero se diferencia en que utilizan
diferentes protocolos de extracciéon de ARNm y
métodos de analisis de datos. Esta técnica detecta la
expresion de los factores oncolégicos E6 y E7 VPH de
los cinco genotipos de alto riesgo (16, 18, 31,33 y 45).
Esta técnica es utilizada en la deteccion de ARNm de
E6 y E7 en mues-tras cervicales de Células Escamosas
Atipicas de Significado No Determinado (ASC-US
[Atypical Squamus Cells of Undetermined
Significance]), Lesiones Intraepiteliales Escamosas de
Bajo Grado (LIEBG) y Lesiones Intraepiteliales
Escamosas de Alto Grado (LIEAG). Ha demostrado
una técnica de gran sensibilidad y especificidad en la
deteccion de los tipos de VPH de alto grado mas
oncogénicos en pacientes con NIC2+ al ser
comparada con la técnica de Captura Hibrida 2 (CH2)
que detecta ADN del virus. Estudios comparativos de
las dos técnicas mostraron que la técnica de



deteccion de ARNm es mads especifica que lade ADN,
debido a que CH2 solo muestra el genotipo VPH
oncogénicoyno lapresenciadelostranscritosde E6y
E7, que son los que realmente indican el riesgo de
progresiéna cancerenlos pacientes(43-45).

APTIMAHPV

El ensayo de Aptima HPV es una técnica de
captura de hibridos (CH2). Es el método utilizado con
mayor frecuencia en la deteccion de ADN-VPH, con
posterior amplificacion mediada por transcripcion y
proteccion de hibridacidn de sonda para la deteccidn
de expresion de ARNm de E6 y E7. Esta prueba
diagndstica tiene la ventaja que detecta
cualitativamente ARNm de las oncoproteinas E6 y E7
de 14 tipos de VPH de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68). La prueba se realiza en
tres etapas bdsicas en un solo tubo: captura de la

diana, amplificacién de la diana por transcripcién y
deteccion de laamplificacidn de productos.

La amplificacidon de diana por transcripcion
implica dos enzimas, transcriptasa inversa y ARN
polimerasa. La transcriptasainversa genera una copia
de ADN Com-plementario (ADNc) de la secuencia de
ARNm diana que contiene una secuencia promotora
de ARN polimerasa, donde la ARN polimerasa
produce multiples copias de ARN de amplicones
comparado con el ADN de muestra. Para la deteccidon
rapida de los amplicones se usa un ensayo de
proteccion de hibridacion, donde sondas de &acido
nucleico de cadena sencilla (complementarios a los
amplicones diana) poseen marcadores quimio-
luminiscentes que pueden diferenciar entre son-das
hibridas y no hibridas (se inactiva el marcador). La luz
emitida por los hibridos de ARN/ADN marcados se
mide con sefales de fotones en un lumindmetro y se
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informan como unidades de luzrelativa (38)(46)(47).

Pruebas realizadas con el kit de Aptima han
demostrado que puede utilizarse para muestreo
cervicalyvaginalenladetecciénde VPH dealtoriesgo
(48)(49). La técnica Aptima para la deteccién de VPH
de alto riesgo es una prueba diagndstica
complementaria del Papanicolau que es aprobada
por la FDA para su uso en mujeres mayores de 21afios
con muestras del Papanicolau que reportan células
escamosas atipicas con significado in-determinado.
La prueba Aptima cumple los criterios de equivalencia
clinica basados en la exactitud transversal relativa de
pruebas de ADN de VPH. Elensayo de Aptima VPH, en
un escenario transversal, es clinicamente com-
parable a GP5 + | GP6 + PCR (Polymerase Chain
Reaction) y cumple con los criterios transversales de
sensibilidad clinica y especificidad para NIC2 + (50)

(51).

Tabla 1. Técnicas que detectan ARNm de E6/E7
deVPH (43)(45)(46)-

Técnica Fundamento

PreTect HPV-Proofer, Son dos variantes comerciales del

NucliSENS Easy Q HPV mismo ensayo basado en la tecnologia
NASBA, que involucra una reaccion
de PCR en tiempo real isotérmica. La
prueba permite la deteccién de los
transcriptos ARNm correspondientes a
las oncoproteinas virales E6 y E7 de
los 5 tipos de VPH-AR mas frecuen -
tes en cancer cervical a nivel mundial:

VPH 16, 18,31, 33 y 45.

APTIMA HPV Permite la deteccion de ARNm de
los 12 tipos de VPH-AR segun IARC-
2009, més VPH 66 y 68, perono dis -
crimina entre los 14 tipos. La técnica
involucra tres pasos principales que
tienen lugar en un Unico tubo: captura
de las secuencias blanco, amplifica-
cién génica mediada por trascripcion
(TMA) y la deteccion de los productos
amplificados a través de un proceso de

hibridaciéon y quimioluminiscencia en

tiempo real.

Estado delartede VPH en Colombia

El virus del papiloma humano es una de las
causas mas frecuentes del cancer de cuello uterino en
Colombia y aunque es un factor etiopatoldgico
necesario no es suficiente para el desarrollo de la
carcinogénesis cervical. La prevalencia de esta
infeccidn viral es homogénea a nivel mundial, aunque
se observa una prevalencia tipo-especifica segun la
region geografica. En Colombia se han descrito
algunos problemas para la imple-mentacién del
tamizaje en la deteccidn de VPH tales como la
asociaciéon de la infecciéon por VPH con una
enfermedad venérea, la ausencia de un adecuado
registro de diagndstico definitivo en lesiones
preneopldsicas, la falta de lectura adecuada de las
citologias y la no estandarizacion de la técnica de
colposcopia. También se presentan problemas de
entrenamiento a los profesionales de la salud que
frecuentemente sobreestiman la sensibilidad de las
pruebas citologias. Ademds de lo expresado
anteriormente, los problemas institucionales no
permiten un acceso facil a la poblaciéon femenina en
general a las citologias, colposcopias y biopsias de
estaslesiones preneoplasicas (52).

ESTUDIOS DE ANALISIS MOLECULAR DEL VIRUS DE
PAPILOMAHUMANO REALIZADOS EN COLOMBIA

En Bogota (Colombia) se realizé un estudio en
2003 donde se analizaron 230 muestras de cepillados
cervicales en mujeres entre 18 y 36 afios con citologia
normal mediante PCR GP5+/GP6+, utilizando la
técnica SSCP y secuenciacidn directa para realizar la
tipificacion de VPH (48) (53) (54). Se encontré una
prevalencia de la infeccion por VPH de 18,2%,
detectandose 15 tipos de VPH. Dentro de los VPH
detectados cuatro tipos no se pudieron tipificar por
mé-todos convencionales de hibridacion. Los cinco
tipos mas prevalentes detectados fueron el VPH16,
VPH31, candidato VPH90, VPH59y VPH18.

La secuenciacidon directa de ADN permitid
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identificar tipos de VPH que no habian podido ser
tipificados con otros métodos. El proceso de
carcinogénesis cervical presenta multiples
componentes, entre los que se cuentan los genéticos,
los epigenéticos y los medios ambientales. Se han
realizado multiples estudios encaminados a
establecer marcadores moleculares como
mutaciones en oncogenes, oncoproteinas y genes
supresores de tumores que estén asociados con la
progresion de lainfeccién o la enfermedad. Los genes
candidatos mas estudiados en cancer cervical en
distintas poblaciones han sido H-RAS, K-RAS, EGFR.
Segun un estudio de tipo descriptivo realizado en
Bogotd (Colombia) en el afio 2009 se obtuvieron
muestras por cepillado cervical y sangre periférica al
momento de la colposcopia a mujeres con un
diagndstico citoldgico de lesidn intraepitelial de alto
grado. Se detect6 el VPH genérico mediante PCR con
los iniciadores GP5+/GP6+, y especifico para VPH 16 y
18 enlaregién E6/E7. Para detectar las muta-ciones en
el coddn 12 de H-RAS, codones 12 'y 13 de K-RAS y el
exon 21 de EGFR se realizd una secuenciacion directa
de los productos de PCR de estos fragmentos
génicos. Todos los ADNs obtenidos evidenciaron una
bue-na calidad, medida con la amplificacion mediante
PCR del gen b-globina, ademas, se observd que el
proceso de restauraciéon mejorala calidad del ADN del
plasma, aumentando la sensibilidad de la
amplificacidn de este gen. En este estudio se obtuvo
una buena correlacién entre las muestras de plasma
sanguineo y los cepillados cervicales tanto para los
hallazgos de VPH como para las mutaciones que se
evaluaron. Ademas, no se encontraron mutaciones en
EGFR enelexdn21,enelcoddn12y13enK-RASyenel
coddn 12 en H-RAS. Por esta razdn, el andlisis de
mutaciones y de la presencia de marcadores
tumorales en plasma puede ser relevante cuando no
se dispone de otras muestras como el cepillado
cervical (50) (55) (56). En un estudio prospectivo de
casos y controles en el departamento del Cauca
(Colombia) realizado durante enero de 2002 y
diciembre de 2003 en 98 mujeres, fue determinado el
ADN de VPH por medio de lareaccion en cadena dela
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polimerasa, donde se logré analizar y observar los
factores de riesgo asociados a una neoplasia cervical.
EIl ADN gendmico fue extraido de células cervicales
exfoliadas utili-zando la técnica por Chelex (SIGMA,
No. C7901). Para la deteccién de VPH se utilizé una
técnica previamente estandarizada y utilizada por el
grupo de investigaciéon. La amplificacion de bandas a
670 0 420 pbindicd la presencia de VPH de bajo o alto
riesgo, respectivamente. Todas las reacciones
incluyeron controles internos de amplificacidon
utilizando cebadores especificos para B-globina. En
este estudio se obtuvo que el 91% de las pacientes
evaluadas fueron positivas para el VPH y que la
multiparidad y la exposicién a carcindgenos como
mondxido de carbono, éxidos de sulfuro y nitrégeno,
mezclas de hidrocarburos aromaticos policiclicos pre-
sentes en el humo de lefia son importantes co-
factores de riesgo para la neoplasia cervical,
particularmente en las mujeres infectadas con VPH.
Estas particulas hansido clasificadas porlalARCcomo
posibles carcinégenos a humanos. La asociacion de
VPH y el riesgo de lesiones intraepiteliales escamosas
de alto grado (NIC II, NIC Il y carcinoma in situ)
evidenciados en el presente estudio y los factores de
riego asociados, brindan informacion valiosa a las
instituciones de salud publica para desarrollar
mejores programas de promocién y prevencion de
neoplasia cervical enlaregiény el pais (54) (55). Enun
estudio realizado en Armenia (Colombia) en 2007 en
muestras de mujeres con sospecha de patologia
cervical, se tipificaron los tipos de VPH 16 y 18 por
medio de PCR identificando el ADN de cada uno de
estos tipos de VPH con cebadores especificos paralas
regiones E6 y E7 y se evalud la actividad telomerasa
utilizando el método “TRAP” (Telomere Repeat
Amplifica-tion Protocol) con un equipo comercial (Eliza
Telomerase Detection Kit ARC Quimicos).

El estudio mostré la presencia de VPH 16 en
23,5% y VPH 18 en 29% de las muje-res estudiadas. La
relacion entre la presencia de VPH 16 o 18 con la
actividad de la enzima telomerasa en las muestras de
endocérvix mostrd que el virus de alto riesgo se



relaciona con mayor actividad de esta enzima. La
tipificacion de VPH de alto riesgo es un importante
coadyuvante en la toma de conducta clinica en
mujeres con citologia anormal, principalmente en
casos de atipias de significado indeterminado. La
actividad de la telomerasa surge como una prueba de
utilidad en la deteccidn de la infeccion por VPH, pero
debe servalidada con nuevos estudios (57). La prueba
o test de deteccion de ADN de VPH tiene una alta
exactitud. Esto se de-mostrd en un estudio de
cohorte transversal en Bogotd (Colombia) realizado a
mujeres con diagndstico citoldgico de ASC-US entre
octubre de 2006 y enero de 2008, donde se obtuvo
una sensibilidad del 88% y una espe-cificidad de 44% al
usar la prueba ADN-VPH para detectar lesiones de
alto grado (NIC 2+) en mujeres con reportes de
citologia ASC-US y LSIL. En dicho estudio se
evidencid que 21 de los 24 casos de HSIL presentaban
VPH de alto riesgo (58-61). En esa misma ciudad en
2009 serealizé unainvestigacion de corte transversal
en cepillados cervicales de mujeres con diversos tipos
delesiones cervicales utilizando como técnica de apo-
yo la prueba Luminex MAP (una técnica
automatizada altamente sensible y reproducible). En
este estudio se encontrd que las infecciones por los
tipos VPH 16 y 18 eran mds frecuentes en todos los
tipos de patologia del cérvix. También se determind
que las infecciones mixtas predominaron con un 78%
delos casos con patologianegativa, 85% NICI, 81% NIC
1, 78% NIC Il 'y 71% cancer cervical (62) (63). En una
revision realizada en 2008 se logré determinar la

transmisidn, prevalencia e incidencia de VPH. Entre
los factores determinantes para adquirir la infeccidén
por VPH, se encontrd el uso de anticonceptivos
orales, la paridad y la infeccién previa por otros
agentes transmisibles por via sexual. En contraste,
entre los factores que ofrecen una proteccién parcial
contra la adquisicion de VPH se encontrd la
circuncisiony el uso de preservativo. La identificacion
de VPH de alto riesgo como causa necesaria para el
desarrollo de cdancer cervical ha propiciado el
desarrollo de vacunas para prevenir la infeccidon por
los VPH 16, 18, 6 y 11, los dos primeros responsables
del 70% de cancer cervical y los ultimos causantes de
verrugas genitales. Teniendo en cuenta todo lo
anterior, es necesario la introduccién en el mercado
de modernas pruebas primarias de tamizaciéon que
permita identificar los tipos de VPH de alto riesgo
para incrementar la eficiencia en la deteccién de
cancer uterino temprano, mejorando los programas
de deteccidn y mds importante permitir un
tratamiento temprano a las pacientes con lesiones
precancerosas de cuello uterino. Una situacidon que es
especialmente preocupante en la mayoria de los
paises en vias de desarrollo donde se diagnostican
85% de los canceres cervicales que ocurren en el
mundo (64).

>>> CONCLUSIONES

Las técnicas de deteccién de ADN implemen-
tadas en programas de cribado de cancer de cuello
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uterino permiten identificar genotipicamente el virus
de papiloma humano causante de las lesiones
anormales detectadas en la citologia cervical. Sin
embargo, estas técnicas no permiten conocer el
riesgo real de las pacientes de progresar a cancer de
cuello uterino infectados con los diferentes tipos de
VPH de alto riesgo ademas de someter las pacientes a
procedimientos innecesarios que generan estrés y
altos costos.

Las técnicas de deteccidn de los niveles de
ARNmdelosoncogenes E6y E7 prometenserde gran
utilidad para ser introducidas en los programas de
prevencion del cdncer de cuello uterino para
identificar las mujeres con riesgo de desarrollar dicha
patologia. La limitacion de las técnicas de deteccidn
de ARNm de E6 y E7 radica en que no refleja el
proceso de traduccidn de las oncoproteinas, sino que
demuestra solamente que existe transcripcion.
Aunque en un proceso subsiguiente, se puede
detectar directamente la presencia de las onco-
proteinas E6 y E7 con técnicas de inmunohisto-
quimica.

Aunque en Colombia se han realizado algunos
estudios que demuestran la prevalencia de los
genotipos de VPH esto no es suficiente. Es necesario
realizar mas estudios poblacionales con técnicas
modernas de deteccion de ADN de VPH y de niveles
de ARNm de los oncogenes E6 y E7 de los tipos VPH
de alto riesgo con el fin de determinar la prevalencia
de estos virus oncogénicos. Igualmente, se requiere
la implementacidon de estas modernas técnicas de
deteccidn de la infeccion de VPH de alto riesgo en la
practica profesional diaria para mejorar las
posibilidades de una deteccién temprana de las
patologias desarrolladas porelvirus.
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