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RESUMEN

El virus papiloma humano de alto riesgo (VPHAR) esta relacionado al cancer cervical. Se realizé un estudio clinico,
epidemiologico, descriptivo, y transversal, en mujeres mayores de 15 afios sexualmente activas, en el Instituto Autdbnomo
Hospital Universitario de Los Andes (IAHULA) en Mérida - Venezuela, para detectar la frecuencia de infeccion por
Virus Papiloma Humano (VPH), genotipificar en grupos de alto y bajo riesgo oncogénico, semicuantificar la carga viral
y relacionar esta variable con el reporte citologico y colposcopico, usando captura de hibridos 2 (Digene®). Las mujeres
firmaron un consentimiento informado, y el protocolo fue evaluado por un comité de ética. 53/394 (13,5%) mujeres
resultaron positivas para infeccion por VPH. 43 presentaron VPHAR (81%), y 10 (19%) VPH de bajo riesgo (VPHBR).
La carga viral se cuantifico en 39 mujeres con VPHAR. 66,67% presentaron resultados citologicos negativos para
lesiones intraepiteliales y/o malignidad, a pesar de que 46,16% de dichas pacientes mostraron cargas virales moderadas
y altas. Un 30,77% mostraron citologias positivas para lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LIEBG), con
66,66% mostrando cargas virales moderadas y altas. 58,98% de estas pacientes presentaron resultados colposcopicos
anormales. 56,42% DZT (Dentro de la zona de transformacion), un 2,56% ZINCN (Zona iodo negativa de contornos
netos), las pacientes con DZT mostraron en un 59,09% cargas virales moderadas y altas. A pesar de haber encontrado
cargas virales predominantemente moderadas y altas en pacientes con LIEBG, y lesiones colposcopicas, no resultaron
ser estadisticamente significativas, por lo que se precisa dilucidar el rol definitivo de este hallazgo.

Palabras clave: infeccion por VPH, carga viral, lesion intraepitelial escamosa cervical.
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ABSTRACT

High-risk human papillomavirus (HRHPV) is linked to cervical cancer. A clinical, epidemiological,
descriptive, and cross-sectional study was carried out in sexually active women over 15 years of age at the
Autonomous Institute Hospital Universitario de Los Andes (IAHULA) in Mérida - Venezuela, to detect the
frequency of infection by Human Papilloma Virus (HPV), genotyping in groups of high and low oncogenic
risk, semi-quantifying the viral load and relating this variable with the cytological and colposcopic report,
using hybrid capture 2 (Digene®). The women signed an informed consent, and the protocol was evaluated
by an ethics committee. 53/394 (13.5%) women tested positive for HPV infection. 43 had HRHPV (81%),
and 10 (19%) had low-risk HPV (LRHPYV). Viral load was quantified in 39 women with HRHPV. 66.67%
presented negative cytological results for intraepithelial lesions and / or malignancy, despite the fact that
46.16% of these patients showed moderate and high viral loads. 30.77% showed positive cytologies for low
grade squamous intraepithelial lesion (LSIL), with 66.66% showing moderate and high viral loads. 58.98% of
these patients presented abnormal colposcopic results. 56.42% DZT (Within the transformation zone), 2.56%
ZINCN (Iodine negative zone of net contours), the patients with DZT showed 59.09% moderate and high
viral loads. Despite having found predominantly moderate and high viral loads in patients with LSIL, and
colposcopic lesions, they were not statistically significant, so it is necessary to elucidate the definitive role of
this finding.

Key words: papillomavirus infection, viral load, cervical squamous intraepithelial lesion.

INTRODUCCION

El VPHAR se considera como el principal factor de riesgo en el desarrollo de cancer cervical (Ferenczy y
Franco, 2002). La falta de sensibilidad y especificidad del Papanicolau para detectar la infeccion por VPH
justifico la incorporacion de la biologia molecular, especialmente en pacientes sin lesiones aparentes, con
estudios colposcopicos y citologicos normales (Xu et al., 2009). Los ensayos clinicos han demostrado que la
deteccion con pruebas de VPH tiene una mayor sensibilidad para detectar lesiones de alto grado que las pruebas
de citologia (Malagon et al., 2019). Una de las causas de mortalidad por cancer en la mujer venezolana sigue
siendo el de cérvix, encontrandose los genotipos 16 y 18 como responsables del 70 % de casos, otros tipos de
VPHAR también deben ser tomados en cuenta (31, 35, 45, 50, 52, 58, etc.) (Muioz, Castellsagué, Berrington
y Gissmann, 2006; Mao et al., 2006; Campbell, 2006; Castellsagué, 2008; Gravitt, 2011; Haghshenas et al.,
2013). En el mundo anualmente 500.000 mujeres se infectan por VPH y en Venezuela se ha estimado mas de

30.000 nuevos casos anuales de infeccion por este virus (Mufioz, Castellsagué, Berrington y Gissmann, 2006;

Mao et al., 2006).

La mayoria de mujeres infectadas resuelven la infeccion espontaneamente (alrededor del 90%), persistiendo

solo en una pequefia fraccion (Parkin, 2006; T¢llez, et al., 2015). Es este grupo de acarreadoras cronicas de
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VPHAR, quienes presentan un riesgo incrementado de desarrollar lesiones del tracto anogenital, asociadas
al genotipo viral, variaciones intra-tipo de VPHAR, integracion del genoma viral al genoma de la célula

infectada y probablemente a la carga viral (Ford et al., 2002).

La carga viral es un biomarcador potencial que podria utilizarse para evaluar las pruebas de deteccion positivas
para VPH, aunque ha recibido relativamente menos atencion que otros biomarcadores de clasificacion. Esto
puede deberse en parte a que la asociacion entre la carga viral y el grado de lesion ha sido inconsistente, y los
métodos para medir la carga viral han variado entre los estudios. Sin embargo, debido a que la medicion de la
carga viral del VPH no requiere citologia, puede ser util para el triaje de pruebas de VPH auto-muestreadas en

poblaciones dificiles de alcanzar (Malagon et al., 2019).

El objetivo de este andlisis fue detectar la infeccion por VPH, tipificar los genotipos en grupos de bajo y alto
riesgo oncogénico y semicuantificar la carga viral, asi como relacionar el nivel de carga viral encontrado
en las pacientes con sus hallazgos citologicos y colposcopicos, para conocer si el nivel de la carga viral del
VPH, pudiera representar un predictor independiente de la enfermedad cervical subyacente y su precision

diagnostica en mujeres con VPH.

METODOLOGIA

Estudio: Se realiz6 una investigacion clinica, epidemiolédgica, descriptiva y de corte transversal.

Poblacion y Muestra: Mujeres mayores de 15 afios, sexualmente activas o que iniciaron actividad sexual, que
acudieron a la consulta de ginecologia del IAHULA durante 18 meses (enero 2016 a julio 2017). Se estudio
una muestra de 394 mujeres. Se excluyeron del protocolo de estudio aquellas mujeres que para el momento
de la toma de muestra presentaron: a) Sangramiento genital sea por menstruacion normal, metrorragia o
menorragia; b) Cambios en el cuello uterino producto de procedimientos quirirgicos que impidieron la

correcta toma de la muestra; ¢) Embarazo diagnosticado; d) Infeccion por VIH.

Variables estudiadas

Infeccion cervical por virus papiloma humano.
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Genotipificacion viral del virus papiloma humano en grupos de alto y bajo riesgo oncogénico.

Caracteristicas citologicas y colposcopicas del cuello uterino de mujeres estudiadas.

Cuantificacion de la carga viral de VPHAR.

Procedimientos aplicados

Se realizé toma de muestra exo y endocervical por el especialista en ginecologia, las cuales fueron enviadas
al Departamento de Anatomia Patologica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Los Andes para la
realizacion de citologia segun los criterios Bethesda. A todas las pacientes se les realizd estudio colposcopico.
Los datos de la evaluacion clinica fueron registrados en una ficha clinica disefiada para tal fin. Se tomaron
cepillados con estuche DIGENE® de exo y endocervix y de la zona de transformacion, para deteccion del
ADN de VPH en el laboratorio de microbiologia de la Facultad de Medicina. Las muestras permanecieron a

una temperatura de -20 °C hasta su procesamiento, que incluy6 la extraccion y purificacion del ADN.

El aislamiento de ADN se obtuvo a partir de las diferentes muestras cervicales obtenidas, realizandose
mediante QIAamp ADN Mini Kit (QIAGEN®), de acuerdo con las instrucciones del laboratorio fabricante,
las muestras obtenidas por escobillado se descongelaron y, al alcanzar la temperatura ambiente de 15 a 25
°C, fueron mezcladas en vortex por 1 minuto. Luego, se retir6 el escobillon y se transfirieron 200 pL de
muestra a un tubo Eppendorf estéril de 1,50 puL de capacidad, al cual se agreg6 20 uL de solucion stock de
proteinasa K y 200 pL de buffer AL (buffer de lisis). Se mezcl6 en Vortex por 15 segundos. Después de la
incubacion durante 10 minutos a 56 °C, el tubo se centrifugd brevemente y se anadieron 200 pL de etanol puro
(96,00-100,00 %). Se mezclod en Vortex durante 15 segundos y centrifugd brevemente. La mezcla resultante
fue transferida a la columna de aislamiento, en un tubo de coleccion de 2 pL de capacidad, se centrifugod
por 1 minuto a 8.000 rpm y se transfirid la columna a un nuevo tubo de coleccion de 2 pL de capacidad. La
columna se abri6, agregandose 500 pL de buffer AW1, luego fue centrifugada por 1 minuto a 8.000 rpm. La
columna fue transferida a un nuevo tubo de coleccion de 2 pL de capacidad y el tubo con el contenido del
filtrado se descarto. Al sedimento incluido en la columna fue afiadido 500 pL de buffer AW2; y se centrifugo
por 3 minutos a 14.000 rpm; el paso se repitié dos veces. La columna fue transferida a un nuevo tubo de
coleccion estéril, de 1,50 uL de capacidad. Se abri6 y se agregd 200 uL de buffer AE (buffer de elusion) o agua
destilada, luego fue incubada durante 1 minuto a temperatura ambiente, y se centrifugé durante 1 minuto a

8.000 rpm. La columna fue extraida y descartada, el fluido que contiene el ADN extraido fue conservado a -20
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°C hasta su posterior procesamiento. La genotipificacion en grupos de alto y bajo riesgo oncolédgico, asi como
la cuantificacion de carga viral, se realiz6 mediante la realizacion de la técnica molecular Captura de Hibridos

2 (CH2 DIGENE®) segtin descripcion del inserto.

Para cuantificar la carga viral de VPHAR, se emple6 una adaptacion de la clasificacion descrita por Xu y
colaboradores, en relacion a la cantidad de Unidades Relativas de LUZ (URL), describiéndose muy baja: de

0-5 URL, baja: de 5-10 URL, moderada: de 10-100 URL y alta: > 100 URL. (Xu et al., 2009)

Toda la informacién, asi como los resultados obtenidos se analizaron a partir de una base de datos creada
mediante la aplicacion informatica EPI Info version 7.0 y expresados en tablas y gréaficos de distribucion de

frecuencia.

Aspectos éticos

El protocolo de trabajo fue evaluado y avalado por un Comité de Bioética del Instituto de Biomedicina del
Ministerio del Poder Popular para la Salud de Venezuela. A las participantes se les solicitd su autorizacion
mediante consentimiento informado para utilizar la informacion recabada y las muestras biologicas
recolectadas. A todas las pacientes mayores de edad, y a los padres y/o representantes de las menores de
edad, se les explico acerca de la naturaleza e importancia del estudio, e informé que el mismo seria realizado
siguiendo los principios establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud para investigaciones médicas

en seres humanos.

RESULTADOS

Tabla 1. Prevalencia de VPH, mediante Captura Hibrida 2, en mujeres atendidas en el Servicio de Ginecologia,

IAHULA, Mérida, Venezuela. Enero 2016- Julio 2017

VPH Numero %
Positivo 53 13,50
Negativo 341 86,50

Total 394 100,00

Fuente: Laboratorio de Microbiologia. Dpto. de Microbiologia. Facultad de Medicina. ULA
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De 394 mujeres estudiadas, 53 (13,5%) resultaron positivas para infeccion por VPH.

Tabla 2. Prevalencia de infeccion de VPHAR Y VPHBR, en mujeres positivas, atendidas en el Servicio de

Ginecologia, [AHULA, Mérida, Venezuela. Enero 2016-Julio 2017.

Numero %
VPHAR 43 81
VPHBR 10 19
TOTAL 53 100

Fuente: Laboratorio de Microbiologia. Dpto. de Microbiologia. Facultad de Medicina. Universidad de Los
Andes

De las pacientes positivas para infeccion con VPH, el 81% (43) presentaron VPHAR y un 19% (10) VPHBR.

Se realiz6 cuantificacion de la carga viral en 39 mujeres positivas para VPHAR. Al relacionar esta variable
con los resultados citologicos se encontrd que el 66,6% (26/39) presentaron resultados citologicos normales
o negativos para lesiones intraepiteliales y/o malignidad, a pesar de que 46,16% mostraron cargas virales
moderadas y altas. Un 30,8% (12/39) mostraron citologias positivas para lesion intraepitelial escamosa de

bajo grado (LIEBG), el 66,66% de estas mostraron cargas virales moderadas y altas. (Tabla 3)

Tabla 3. Relacion entre la positividad de infeccion por VPHAR, resultados citoldgicos y carga viral, en

mujeres que acudieron al Servicio de Ginecologia, IAHULA, Mérida, Venezuela. Enero 2016- Julio 2017

CARGA VIRAL

DIGENE VPH AR 0-5 5-10 10-100 >100 TOTAL

Resultado citologia: N % N % N % N % N %
Negativo para LIE o 12 46,15 2 7,69 6 23,08 6 23,08 26 66,6

Malignidad

ASCUS 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0
ASC-H 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0
LIE-BG 3 25 1 833 4 3333 4 3333 12 30,8

LIE-AG 0 0 0 0 1 100 0 0 I 2,6
TOTAL 15 38,46 3 7,69 11 28,2 10 25,64 39 100

Fuente: Laboratorio de Microbiologia. Dpto. de Microbiologia. Facultad de Medicina. ULA.
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Un 58,98% de estas pacientes presentaron resultados colposcopicos anormales. 56,40% DZT (Dentro de la
zona de transformacion), un 2,6% ZINCN (Zona iodo negativa de contornos netos), las pacientes con DZT

mostraron en un 59,09 % cargas virales moderadas y altas. (Tabla 4)

Tabla 4. Relacion entre la positividad de infeccion por VPHAR, resultados colposcdpicos y carga viral en

mujeres, que acudieron al Servicio de Ginecologia, [AHULA, Mérida, Venezuela. Enero 2016- Julio 2017.

CARGA VIRAL
VPH AR 0-5 5-10 10-100 >100 TOTAL
Colposcopia: N % N % N % N % N %
Normal 7 46,66 0 0 5 33,33 3 20,0 15 38,40
ZINCN 1 100 0 0 0 0 0 0 1 2,6
DZT 7 31,82 2 9,10 6 27,27 7 31,82 22 56,40
No registrado 0 0 1 100 0 0 0 0 1 2,6
TOTAL 15 38,46 3 7,69 11 282 10 25,64 39 100,0

Fuente: Laboratorio de Microbiologia. Dpto. de Microbiologia. Facultad de Medicina. Universidad de Los
Andes.

DISCUSION

Se necesitan con urgencia biomarcadores altamente predictivos de cancer cervical para evaluar a las mujeres
positivas al virus del papiloma humano (Zhao et al., 2019). La prevalencia de infeccion con VPH fue del
13,5%, resultados similares fueron reportados previamente en la ciudad de Mérida, 12,54%, en mujeres con
y sin alteraciones citologicas (Mufioz et al., 2003). Contrariamente, Correnti y colaboradores en Caracas,
Venezuela, determinaron la presencia de infeccion en 54,60% de 1.483 muestras cervicales procesadas por
CH2, provenientes de mujeres con diagnostico citologico anormal (Correnti, Cavazza, Herrera y Rodriguez,
2010). Las diferencias antes mencionadas pueden ser debidas a que en la mayoria de pacientes incluidas
en el presente estudio positivas para VPHAR, la evaluacion citologica fue normal (66,67%), mientras que
en la investigacion de Correnti y colaboradores, todas las pacientes estudiadas presentaron algin grado de

alteracion citologica, siendo las mas frecuentes las LIEBG y LIEAG.

Se ha descrito un incremento en la sensibilidad de la CH2 para la deteccion de la infeccion cervical por VPH,

a medida que aumenta el grado de la lesion cervical (Coutlée, Rouleau, Ferenczy y Franco, 2005; Kumar, Iyer,
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Bhatla, Kriplani y Verma, 2007). Wang et al., reportaron que tanto la positividad para ADN de VPH como la
carga viral, fue considerablemente superior en las pacientes con neoplasia intracervical (NIC) grado III, que

con NIC grado I. (Wang et al., 2010).

Se encontré predominio del VPHAR sobre el VPHBR, esto es consistente con otros reportes en Venezuela,
encontrandose mayormente infeccion por VPHAR. (Mufoz et al., 2003; Correnti, Cavazza, Herrera y
Rodriguez, 2010; Nuiiez et al., 2009).

La cuantificacion de la carga viral de VPHAR, mostr6é un rango entre 0 a >100 URL; en la mayoria de las
muestras analizadas el valor fue de 10-100 (moderada) y >100 URL (alta). La asociacion entre la carga viral
y los distintos grados de alteracion citoldgica y colposcopica, no evidencid una relacion estadisticamente
significativa entre la presencia de LIEBG/carga viral, ni entre la presencia de atipias colposcopicas/carga
viral, resultados que difieren de otros estudios, en los cuales se ha determinado que una elevada carga viral
se asocia con el aumento de la persistencia de la infeccion por VPH, y por tanto, con un incremento en el
riesgo de desarrollo de lesiones cervicales, principalmente NIC II/III y/o cancer cervical (CC). Asimismo, un
incremento de la carga viral en mujeres persistentemente infectadas con VPHAR, también ha mostrado estar
asociada con un incremento acumulativo de la prevalencia de lesiones pre-malignas de cuello uterino (Xu et
al., 2009; Boulet et al., 2009; Saunier et al., 2008; Guo et al., 2007; Mongelos et al., 2013). Sin embargo, otros
estudios han mostrado que a pesar de presentar reportes de citologia y colposcopia negativos para lesiones
cervicales en mujeres infectadas con VPH, casi la mitad (48.3%) de las lesiones NIC 2 y 80.4% de las lesiones
NIC 3, omitidas o no diagnosticadas por colposcopia tenian carga viral en rangos intermedios a altos, y el
riesgo de NIC 2 en el grupo de alta carga viral fue 46 veces mayor que las mujeres negativas para el VPH,
incluso cuando la colposcopia era aparentemente normal. (Basu et al., 2016). En el presente trabajo se encontro
un nivel de carga viral moderado y alto en muestras de mujeres con reporte de citologia negativa para lesiones
y colposcopia normal, lo que pudiera significar que estas mujeres ameritan la realizacion de multiples biopsias

por puncidn con el objetivo de lograr pesquisar de forma idonea la posible alteracion del epitelio cervical.

Se ha reportado que valores de URL menores de 5 indica un pequefio nimero de copias virales por célula,
pudiendo significar infeccion viral latente o en fase de remision espontanea (Mongelos et al., 2013). En el
presente trabajo se observaron 12 muestras citologicas negativas para LIE o malignidad, con carga viral
entre 0-5 URL, y 7 reportes colposcopicos normales, con carga viral similar, en estas pacientes pudiese estar

ocurriendo este proceso.
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En China fueron evaluadas 1997 mujeres de 35 a 45 afios reclutadas en 1999, y las visitas de seguimiento se
llevaron a cabo en 2005, 2010 y 2014. La carga de VPH se midi6 mediante el ensayo Captura de Hibridos 2.
Los hallazgos se determinaron por unidades de luz relativas / corte (RLU / CO) y al igual que en nuestro estudio
se clasificaron en 4 grupos: negativo (<1.0), bajo (rango, 1.0 a <10.0), moderado (rango, 10.0 a <100.0) y alto
(rango, 100.0 — o0). Se calcularon las tasas de incidencia acumulada (IA) y las razones de riesgo ajustadas (RR)

para NIC 2, para los subgrupos de carga viral, se utilizé analisis de supervivencia (Zhao et al., 2019).

En 1739 mujeres con hallazgos patologicos normales o NIC 1 al inicio del estudio, la IA en 15 afios para
NIC 2 para aquellos que tenian VPH negativo y aquellos con grupos de carga baja, moderada y alta de VPH
fueron 3.1%, 8.4%, 19.9% y 22.0%, respectivamente (p <0.001). En comparacion con las mujeres que fueron
negativas para el VPH desde el inicio hasta el seguimiento, aquellas que tuvieron cargas moderadas / altas
decrecientes, crecientes o estables tuvieron una RR de 9.1, 38.7 o 379.7, respectivamente, para NIC 2. No
hubo diferencias significativas entre la clasificacion basada en los hallazgos citoldgicos (para aquellos con
células escamosas atipicas de importancia indeterminada o hallazgos més graves) y la basada en una carga de
VPH moderada / alta para la deteccion primaria de VPH (P =0.343) (Zhao et al., 2019). Este tltimo resultado

fue similar a lo encontrado en este trabajo.

Wu et al., (2018) realizaron un estudio transversal multicéntrico para evaluar la asociacion entre la carga
de ADN del VPH de tipo especifico y la presencia de proteina E6 en la neoplasia intraepitelial cervical y el
cancer. Se evaluaron 1717 mujeres [histopatologia normal: 916; NIC 1: 94; NIC 2: 63; NIC 3: 130; CC: 474;
adenocarcinoma: 40]. Se detectaron la carga de ADN del VPH y la presencia de proteina E6. La carga de ADN
se midi6 como copias de registro / 10.000 células. Estos autores encontraron que las tasas de positividad de
proteina E6 en VPH16 y VPH18, aumentaron de negativo al grado de carga mas alto. En comparacion con
los negativos de ADN del VPH16, las mujeres con bajo (18.9-52.5), medio-bajo (77.3-230.7), medio-alto
(134.9-455.6) y altas cargas de ADN (301.6-1523.7) tuvieron proporciones relativas cada vez mads altas de
expresion de E6 de VPH16. La asociacion de E6 VPH18 con su carga de ADN también fue significativa para
baja (10.4-74.9), media baja (32.8-241.3), media-alta (76.7-998.9) y alto grado (97.7-1992.4). Las tasas de
positividad tanto del ADN del VPH16 como de la proteina E6 aumentaron consistentemente con la gravedad
de las enfermedades desde la histopatologia normal hasta el CC. A diferencia del VPH16, las tendencias del
ADN del VPH18 y la proteina E6 fluctuaron constantemente entre las mujeres desde la histopatologia normal
hasta el cancer. La carga de ADN en mujeres E6 positivas fue significativamente mayor que en mujeres E6
negativas para ambos tipos de VPH. Estos hallazgos permiten plantear que existe una asociacion de tipo

dependiente entre la carga de ADN de VPHI16 / 18 y la oncoproteina E6; promoviéndose la comprension de
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la historia natural del cancer cervical. Como parte de sus conclusiones estos autores describen que una carga
de VPH moderada / alta puede acelerar la progresion de los precanceres cervicales y potencialmente podria

usarse como un indicador de triaje para mujeres con deteccion positiva para VPH (Wu et al., 2018).

Un estudio transversal realizado en cinco centros médicos de China con un total de 2513 mujeres [1341
normales, 209 LIEBG, 392 LIEAG, 520 carcinomas de células escamosas y 51 adenocarcinoma], mostrd
un aumento lineal en la carga viral total de 14 VPH con grado histologico de normal a CC. Esta tendencia
no se observo en la infeccion por VPH18 sino por VPH16. La carga viral para otros genotipos de alto riesgo
oncogénico fue baja en casos de citologia normal, alcanzé su punto maximo en LIEBG y LIEAG, y disminuy6
en CC de células escamosas y adenocarcinoma. En la coinfeccion de VPH16 y VPHI8, la carga viral de
VPHI16 fue significativamente mayor que la de VPH18 en LIEBG y LIEAG. En la coinfeccion de VPH16 y
otros genotipos de alto riesgo, también se observé una mayor carga viral de VPH16 en CC. Estos resultados
permiten considerar que la carga viral de VPH16 aumenta con el grado de lesion cervical y es predominante
en el cancer cervical. La carga viral del VPHI18 es baja en lesiones precancerosas, pero aumenta en cancer.
La carga viral de otros VPH de alto riesgo oncogénico muestra una tendencia inversa del VPH18 (Wu et al.,

2016).

Por otra parte, 15.518 mujeres estudiadas también en China, de las cuales 3.199 (20,61%) resultaron positivas
para deteccion de VPH y cuya carga viral fue cuantificada, permitié reportar los siguientes hallazgos: Las
cargas virales de VPH 16, 31, 35, 52, 58, 39 y 56 fueron mas bajas para las mujeres con citologia normal en
comparacion con aquellas con progresion de la enfermedad; las cargas virales no fueron apreciables para el
VPH 33, 18, 45, 59, 68, 53, 66 y 51. La carga viral de la especie 9 parecia significativamente mayor para las
mujeres con NIC 2 / NIC 3 en relacion con las mujeres con LIEBG / NIC 1 (P <0.001), y significativamente
menor en comparacion con aquellas con CC (P <0.001). La carga viral de la especie 6 del VPH fue ligeramente
mayor para las mujeres con NIC 2 / NIC 3 en comparacion con las mujeres con reporte normal / LIEBG / NIC
1 (P=0.002), y no significativamente diferente de las mujeres con CC (P = 0.548). Ademas, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en las especies 5 o 7 del VPH (P =0,898; P =0,136). Estos autores
refieren que es probable que el riesgo asociado con la carga viral del VPH para desarrollar NIC y CC sea
dependiente de la especie y se restrinja principalmente a la especie 9 (tipos filogenéticamente cercanos al
VPH16). (Wang et al., 2018).

Se han reportado datos relacionados a la carga viral y su asociacion con la infeccion persistente por VPH. En un

estudio con 227 infecciones por VPH16 y 111 por VPHI18 a las cuales se les realizé seguimiento, se encontro
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que para infecciones con genotipo 16 un 58% fueron persistentes y para VPH18 un 44 %. La carga viral inicial
fue significativamente mayor en las infecciones persistentes que en las infecciones que no lo fueron tanto para
el VPH16 (p = 0.022) como para el VPH18 (p = 0.013). Al inicio del estudio, solo la carga viral del VPH16
fue significativamente mayor en multiples infecciones por VPH en comparacion con infecciones unicas (p =
0.003). En el analisis de regresion logistica, se encontrd que la carga viral de ambos genotipos contribuye a la
persistencia. Estos autores concluyen que la carga viral de VPH16 / 18 podria usarse como un marcador para
infecciones persistentes y se ve afectada por la presencia de multiples infecciones por VPH. La evaluacion de
estos parametros a nivel de la poblacion puede ser valiosa para evaluar la presencia de infecciones persistentes
de estos genotipos de VPH como un marcador temprano, y que puede proporcionar informacion cuantitativa

util en estudios epidemioldgicos de monitoreo de vacunas (van der Weele et al., 2016).

La interpretacion de los valores de la carga viral puede ser complicada, por su asociacidon con el estado fisico
del genoma viral y con la forma de infeccion (individual o multiple); se sugiere que dichas observaciones sean
examinadas tomando en cuenta las diferencias tipo-especificas observadas para la incidencia de NIC II/III y
CC (Gravitt et al., 2007; Cheung et al., 2009).

Un analisis de 8.556 mujeres, de las cuales 13.67% dieron positivo para infeccion por VPH de alto riesgo con
una prevalencia de 2.72% para NIC 2 y 1.65% para NIC 3, permitié observar una correlacion significativa
entre el aumento de los valores relativos de unidades de luz / control (RLU / CO) y el empeoramiento de las
lesiones cervicales. Los valores medios de RLU / CO para negativo, NIC 1, NIC 2, NIC 3 y CC fueron 6.86,
119.43,410.90, 449.39 y 853.26, respectivamente. Se encontrd una mayor proporcion de infecciones por VPH
con carga viral relativamente alta en lesiones de grado superior. Se reporta entonces que el nivel de carga viral
del virus del papiloma humano se asocia positivamente con el grado de lesion cervical. Diez unidades de luz
relativas / control o mas es un umbral viable para la colposcopia inmediata de las pacientes infectadas con
VPH (Luo et al., 2017).

Un estudio analitico transversal incluy6 45 muestras positivas para VPH16 y 45 muestras positivas para VPH18
de pacientes con cancer cervical o lesiones precursoras. Se empled PCR en tiempo real para determinar el
numero de copias / 101 células. La carga viral se determin6 en los dos grupos de pacientes correlacionandola
con el grado tumoral. Los autores encontraron que la carga viral de VPH16 fue mayor que la del VPHI18 (p =
0.000); a medida que progresaba la neoplasia maligna de la lesion cervical, la carga viral aumenté y el VPH16
mostrd una asociacion positiva moderada, mientras que el VPH18 mostrd una correlacion positiva débil. Se

concluy6 que la carga viral de VPH16 fue mayor que la de VPH18. La carga viral del genotipo 16 tuvo una
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asociacion positiva moderada en relacion con la gravedad de la lesion cervical, mientras que la carga viral del

genotipo 18 tuvo una correlacion positiva débil con respecto al grado de lesion cervical (Ramirez et al., 2016).

En las infecciones de un solo tipo, las mediciones de la carga viral especificas del tipo de serie predicen la
historia natural de infeccion. En infecciones con multiples tipos de VPH, el perfil individual de carga viral
especifica del tipo podria distinguir las infecciones progresivas por VPH de las infecciones de regresion. Se
realizo un estudio de cohorte utilizando muestras de mujeres no tratadas con multiples infecciones por VPH
que desarrollaron NIC 3 (n = 57) o eliminaron infecciones (n = 88). El sedimento celular enriquecido de
muestras de citologia basadas en liquido se someti6 a un ensayo qPCR en tiempo real clinicamente validado
(18 tipos de VPH). Mediante el uso de mediciones de carga viral especificas del tipo de serie (=>3) se calcularon
las pendientes especificas del VPH y el coeficiente de determinacion (R?) por regresion lineal. Para cada
mujer, se usaron pendientes y R? para calcular qué procesos inducidos por el VPH fueron de (progresion
continua, regresion, transitorios en serie, transitorios). En las infecciones transitorias con multiples tipos de
VPH, cada tipo de VPH genero6 pendientes de carga viral crecientes (0.27 copias / célula / dia) y decrecientes
(—0.27 copias / célula / dia). En NIC 3, al menos uno de los tipos de VPH tenia un curso progresivo clonal (R?
>0.85; 0.0025 copias / célula / dia). En casos seleccionados de NIC 3 (n = 6) la deteccion de inmunotincion
para VPH 16, 31, 33, 58 y 67 ARN especificos mostr6 una tinciéon uniforme en poblaciones clonales (NIC 3),
mientras que en las infecciones transitorias productoras de viriones la tinciéon de ARN fue menor en la capa
basal en comparacion con la capa superior donde las células estaban listas para descamarse y liberar viriones
recién formados. Los patrones de hibridacion de ARN coincidieron con los procesos en curso calculados
medidos por R? y la pendiente en las mediciones de carga viral especificas del tipo de serie que preceden a
la biopsia. En las mujeres con multiples tipos de VPH, las mediciones de la carga viral especifica del tipo de
serie predicen la historia natural de los diferentes tipos de VPH y aclaran la atribucion del genotipo del VPH.
(Depuydt et al., 2016).

La estimacion semicuantitativa de la carga viral de VPH oncogénico por Captura Hibrida 2 se correlaciona
bien con la carga viral estimada por reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real. Se correlaciond la
carga viral estimada por CH2 con la colposcopia y el diagndstico histologico, para determinar si la alta carga
viral podria detectar las lesiones NIC 2 o peores que no se diagnosticaron por la colposcopia en mujeres
con VPH positivo. Se estudiaron 39.728 mujeres. Los resultados positivos se clasificaron en grupos de baja
carga viral positiva, intermedia y alta, segiin las unidades relativas de luz / punto de corte. EIl VPH positivo
y algunas mujeres negativas al VPH se sometieron a una colposcopia y una biopsia. Se detectaron un total

de 278 lesiones NIC 2. La tasa de deteccion fue significativamente mayor en grupos de carga viral de nivel
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intermedio y alta. Casi la mitad (48.3%) de las lesiones NIC 2 y 80.4% de las lesiones NIC 3, omitidas o no
diagnosticadas por colposcopia tenian carga viral en rangos intermedios a altos. El riesgo de NIC 2 en el grupo
de alta carga viral fue 46 veces mayor que las mujeres negativas para el VPH, incluso cuando la colposcopia
era aparentemente normal. Estos hallazgos permitieron proponer que las mujeres que tienen una carga viral
intermedia o alta deben someterse a multiples biopsias por puncion, incluso si la colposcopia es aparentemente
normal o sugiere lesiones de bajo grado. Las mujeres con alta carga viral y sospecha de lesion de bajo grado en
la colposcopia pueden ser consideradas para “ver y tratar”, ya que su riesgo de NIC 2 es casi 200 veces mayor

que las mujeres con VPH negativo (Basu et al., 2016).

Un estudio realizado en la zona suroeste de China demostrd que el VPH16 fue el subtipo de VPH cancerigeno
mas comun, seguido de VPH58 y VPH33. Las cargas virales de estos subtipos estan asociadas con la gravedad

de las lesiones premalignas en el cuello uterino (Long et al., 2018).

CONCLUSIONES

Se observo una elevada prevalencia de infeccion por VPH, predominantemente de alto riesgo oncogénico;
se evidencia que la citologia no constituye un método util para el diagndstico de infeccion por VPH, debido
a que un elevado porcentaje de mujeres positivas mostraron citologias normales o negativas para lesion o
malignidad. A pesar de que no se encontro significancia estadistica entre la carga viral y las lesiones citologicas
y colposcopicas descritas, es de considerar que, en la mayoria de las muestras analizadas, la carga viral fue

entre 10-100 (moderada) y >100 URL (alta) en muestras de mujeres con LIEBG y atipias colposcopicas DZT.

RECOMENDACIONES

Debido a que en diferentes trabajos relacionados al desarrollo de lesiones intraepiteliales y neoplasias
intracervicales asociadas a infeccion por VPH, se ha descrito que los niveles moderados y elevados de carga
viral de VPH de alto riesgo oncogénico pueden estar asociados a una rapida evolucion o progresion de dichas
lesiones, se recomienda la realizacion de trabajos de investigacion en este tema que contribuyan a dilucidar el

rol definitivo de este hallazgo.
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